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I 
POVZETEK 
O prezgodnji puberteti govorimo, kadar se znaki pubertetnega razvoja pojavijo pred 
pričakovano starostjo. Pri dečkih se poveča velikost mod, deklicam se pričnejo razvijati 
prsi, kosti pa pospešeno rastejo in dozorevajo. Nastop pubertete je pod velikim vplivom 
socialnih in okoljskih dejavnikov, na področju centralne prezgodnje pubertete pa sta 
genetika in epigenetika predmet intenzivnega raziskovanja. Gre za obliko prezgodnje 
pubertete, ki nastane zaradi prezgodnje aktivacije hipotalamično-hipofizno-gonadne osi. V 
približno četrtini primerov centralne prezgodnje pubertete govorimo o družinski prezgodnji 
puberteti. Uporaba molekularne genetike je zato pomembna v procesu določitve 
morebitnega genetskega vzroka bolezni in za potrebe genetskega testiranja družinskih 
članov bolnikov.  
Namen magistrske naloge je bil v populaciji sporadičnih bolnikov in bolnikov z družinsko 
centralno prezgodnjo puberteto ter njihovih družinskih članih opredeliti vzročne 
spremembe v genu MKRN3. Nukleotidno zaporedje kodirajoče regije gena smo določili s 
sekvenciranjem po Sangerju. Pri bolnikih, ki s sekvenciranjem niso imeli opredeljenih 
vzročnih sprememb, družinska anamneza pa je nakazovala na paternalno dedovano 
centralno prezgodnjo puberteto, smo z metodo MS-MLPA iskali spremembe v številu 
kopij in metilacijskem vzorcu gena MKRN3 in DLK1.  
S sekvenciranjem po Sangerju smo v dveh rodovnikih z družinsko centralno prezgodnjo 
puberteto odkrili in potrdili predhodno že opisano vzročno spremembo, v enem rodovniku 
pa smo opredelili potencialno novo kandidatno varianto. Z in silico napovednimi algoritmi 
in segregacijsko analizo smo dokazali patološkost nove variante. Pri preiskovancih s 
sporadično obliko bolezni nismo odkrili vzročnih sprememb v kodirajoči regiji gena 
MKRN3. Določili nismo nobenih delecij/duplikacij in metilacijskih nepravilnosti v genih 
MKRN3 in DLK1, zato smo razpravljali o omejitvah MS-MLPA metode.   
S sekvenciranjem po Sangerju je mogoče opredeliti vzročne spremembe v genu MKRN3. Z 
analizo smo razširili spekter variant, povezanih s centralno prezgodnjo puberteto, v 
prihodnosti pa bo ključna identifikacija novih tarčnih genov reproduktivne osi.  
Ključne besede: Družinska centralna prezgodnja puberteta, sekvenciranje po Sangerju, 
MS-MLPA, MKRN3, nova kandidatna sprememba.  
II 
ABSTRACT  
Precocious puberty is defined as the development of pubertal signs before the estimated 
age. It is characterised by testicular enlargement in boys, breast development in girls and 
bone growth acceleration. The onset of puberty is under the great influence of social and 
environmental factors; however, genetics and epigenetics are two fields of intensive 
research in central precocious puberty. This is a form of precocious puberty caused by 
premature activation of hypothalamic-pituitary-gonadal axis. In approximately quarter of 
cases the cause is genetic and that is why the application of molecular genetic assays is 
vital in the process of determining potential hereditary cause of the disease and for genetic 
counselling in patient’s relatives.  
The aim of our study was to evaluate the presence of causative genetic variants in the 
MKRN3 gene in a group of sporadic patients, patients with familial central precocious 
puberty and their relatives. Nucleotide sequence of coding region was analysed using 
Sanger sequencing method. Patients with no identified genetic variants in target gene and 
family history consistent with paternal manner of inheritance were further analysed for 
copy number variations and changes in methylation pattern in genes MKRN3 and DLK1 
using methylation-specific MLPA method.   
We identified previously reported causative genetic variant in two pedigrees with familial 
central precocious puberty and novel potential candidate variant in another pedigree. The 
results of in silico predictive programs and segregation analysis are supporting evidence of 
pathogenic impact of this novel variant. We defined no genetic changes in coding sequence 
of the MKRN3 gene in sporadic patients. No large deletions/duplications and aberrant 
methylation changes were detected using methylation-specific MLPA assay. Therefore, the 
limitations of this method were discussed.  
Sanger sequencing can be used for defining genetic variants in the MKRN3 gene. In our 
study we expanded the spectrum of variants implicated in central precocious puberty. 
Apart from this, identification of new target genes in reproductive axis will be of great 
importance. 
Key words: Familial central precocious puberty, Sanger sequencing, methylation-specific 
MLPA method, MKRN3, novel variant. 
III 
SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
A 
AD 
adenin 
avtosomno dominantno 
A260 absorbanca pri valovni dolžini 260 nanometrih 
A280 absorbanca pri valovni dolžini 280 nanometrih 
BA starost kosti (angl. bone age) 
BiH Bosna in Hercegovina 
bp bazni par 
C citozin 
CA kronološka starost (angl. chronologic age) 
CADD algoritem za napoved patološkosti genetskih sprememb (angl. Combined 
Annotation Dependent Depletion) 
CNV spremembe števila kopij (angl. copy number variation) 
CPP  centralna prezgodnja puberteta 
ddNTP dideoksinukleotid trifosfat 
DHEA dihidroepiandrosteron 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dNTP deoksinukleotid trifosfat 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
F smer naprej 
FPP družinska prezgodnja puberteta 
FSH folikel spodbujajoči hormon 
G gvanin 
gDNA genomska deoksiribonukleinska kislina 
GnRH gonadotropin sproščujoči hormon  
hCG humani horionski gonadotropin 
HHG os hipotalamično-hipofizno-gonadna os 
Hrv Hrvaška 
   IV  
LH luteinizirajoči hormon  
M moški spol  
Mak Makedonija 
min minuta 
MRI magnetna resonanca 
MS-MLPA metilacijsko specifično od ligacije odvisno hkratno pomnoževanje sond 
(angl. methylation-specific multiplex ligation-dependent probe 
amplification) 
NC normalizacijska konstanta (angl. normalisation constant) 
nm nanometer 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PP prezgodnja puberteta 
PPP periferna prezgodnja puberteta 
R smer nazaj 
RFU relativna fluorescenčna enota 
RNA ribonukleinska kislina 
Rpm obrati na minuto (angl. revolutions per minute) 
s sekunda 
SD standardni odklon 
SIFT algoritem za napoved patološkosti genetskih sprememb (angl. Sorting 
Intolerant From Tolerant) 
Slo Slovenija 
SNP polimorfizem posameznega nukleotida 
Srb Srbija 
T timin 
TSH ščitnico spodbujajoči hormon  
UV  ultravijolična svetloba 
Ž ženski spol 
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1 UVOD 
1.1 Puberteta 
Puberteta je prehodno obdobje med otroštvom in odraslo dobo, v katerem oseba pridobi 
reproduktivno funkcijo (1). Pri posamezniku opazimo psihološke in fiziološke spremembe, 
ki se kažejo s primarnimi in sekundarnimi spolnimi znaki (2).  
V puberteti pride do gonadarhe, to je aktivacije hipotalamično-hipofizno-gonadne osi (v 
nadaljevanju HHG osi). Posledice aktivacije HHG osi se pri deklicah kažejo z razvojem 
prsi (telarha) in prvo menstrualno krvavitvijo (menarha) ob koncu pubertete, pri dečkih pa 
s povečanjem mod (2). Drugi znaki, s katerimi označujemo spolni razvoj, so pospešena 
rast, povečan delež mišične mase pri dečkih in maščobnega tkiva pri deklicah, spremembe 
telesne postave. Do rasti pazdušnih in sramnih dlak (pubarha) pride zaradi povečanega 
izločanja androgenih hormonov nadledvične žleze (adrenarha), ki se pojavi ločeno od 
gonadarhe (3).  
Razvoj in hitrost poteka pubertete pri dečkih in deklicah ocenjujemo s pomočjo Tanner-
jeve lestvice, ki sta jo v letih 1969–1970 opisala Marshall in Tanner. Sistem opisuje 
stopnje normalnega razvoja prsi, sramnih dlak in spolnih organov (1).  
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Preglednica I: Tanner-jeva lestvica za oceno stopnje telesnega razvoja (povzeto po 
(1,4,5)). 
 
HHG os nadzoruje potek pubertete z natančnim sproščanjem hormonov v krvni obtok. 
Njeno delovanje uravnavajo številni ekscitatorni in inhibitorni faktorji, ki aktivirajo os med 
embrionalnim razvojem in kratkim obdobjem po rojstvu. Pozneje v otroštvu delovanje osi 
utišajo, na začetku pubertete pa s ponovno aktivacijo HHG os doseže vrhunec delovanja. 
Povečata se amplituda in frekvenca pulznega izločanja gonadoliberina ali gonadotropin 
sproščujočega hormona (GnRH) iz hipotalamusa. Povečano sproščanje GnRH spodbudi 
pulzno izločanje luteinizirajočega hormona (LH) in folikel spodbujajočega hormona (FSH) 
Spol Ženski Moški Oba spola 
Stopnja 
Starost 
(leta) 
Razvoj 
prsi 
Druge 
spremembe 
Starost 
(leta) 
Razvoj 
mod 
Razvoj 
penisa 
Sramne 
dlake 
I 0–13 / / 0–14 ≤2,5 cm / / 
II 8–13 
dvig dojke 
in 
bradavice, 
povečanje 
premera 
areole 
do 
pospešene 
rasti 
pogosto 
pride kmalu 
po stopnji II 
9–14 
povečanje 
testisov, 
skrotum 
pordi 
minimalna 
rast/rasti 
ni 
redke 
puhaste in 
rahlo 
obarvane 
dlake 
III 10–15 
nadaljnje 
povečanje 
dojke in 
areole, 
brez jasno 
vidne 
meje med 
njima 
ob koncu 
stopnje III 
se pojavi 
menarha pri 
2% deklet 
1,5–
16,5 
nadaljnja 
rast 
rast 
penisa v 
dolžino 
temnejše, 
skodrane 
dlake 
IV 10–17 
jasna meja 
med 
areolo in 
bradavico, 
nad dojko 
se 
oblikuje 
kupček 
pri večini 
deklet  se 
pojavi 
menarha na 
stopnji IV, 
1–3 leta po 
telarhi 
12–17 
nadaljnja 
rast 
rast 
penisa v 
dolžino in 
širino 
dlake kot 
pri odrasli 
osebi, ki 
pokrivajo 
manjše 
območje 
V 
12,5–
18 
odrasle 
prsi 
menarha se 
pri 10% 
deklet 
pojavi na 
stopnji V 
13–18 
odrasla 
velikost 
odrasla 
velikost 
izgled in 
porazdelitev 
dlak kot pri 
odraslem 
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3 
iz hipofize. Hormona vplivata na razvoj spolnih žlez in izločanje spolnih hormonov 
estrogena ter testosterona (3,6). Značilnosti posameznih hormonov so navedene v 
Preglednici II.  
 
Preglednica II: Hormoni hipotalamično-hipofizno-gonadnega sistema in njihove 
značilnosti (M – moški, Ž – ženska, CŽS – centralni živčni sistem (5,7)). 
Hormon Vrsta Delovanje 
GnRH Dekapeptid 
spodbuja in uravnava izločanje gonadotropinov LH in 
FSH iz adenohipofize 
LH Glikoprotein 
M: usmerja sintezo in izločanje testosterona v 
Leydigovih celicah  
Ž: uravnava ovulacijo, sintezo estrogena in progesterona 
v jajčnikih, spodbuja nastanek rumenega telesca  
FSH Glikoprotein 
M: z delovanjem na Sertolijeve celice sodeluje pri 
spermatogenezi, vpliva na razvoj semenskih cevk 
Ž: sodeluje pri zgodnji folikulogenezi, uravnava 
izločanje estrogena   
Estrogen Steroid 
Ž: odgovoren za razvoj ženskih spolnih organov, 
spodbuja razvoj dojk, maternice, nožnice, ugodno 
učinkuje na kožo, gladke mišice žilja, kostne celice in 
celice CŽS, skupaj s progesteronom uravnava 
menstrualni ciklus 
Testosteron  Steroid 
M: sodeluje pri razvoju moških spolnih organov in 
sekundarnih spolnih znakov, spodbuja spermatogenezo, 
povečuje erektilno funkcijo, libido, mišično maso in 
moč, v kostnem mozgu spodbuja eritropoezo, v ledvicah 
sintezo eritropoetina, ugodno vpliva na čustvovanje, 
razpoloženje in kognitivne funkcije  
Inhibin B Polipeptid 
zavira izločanje FSH iz hipofize pri obeh spolih 
M: kazalec spermatogeneze 
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1.2 Prezgodnja puberteta  
Na starost nastopa pubertete vpliva veliko dejavnikov, kot so genetika, splošno zdravje 
posameznika in njegova prehrana, socialno okolje, okoljski dejavniki, etnično ozadje, v 
zadnjih letih potencialni dejavnik tveganja predstavlja tudi debelost (8,9). O normalni 
starosti nastopa pubertete govorimo takrat, ko 95% otrok dobi začetne pubertetne 
spremembe. To ustreza stopnji II na Tanner-jevi lestvici za razvoj prsi in sramnih dlak. 
Velja, da normalna puberteta nastopi med 8. in 13. letom pri deklicah in 9. in 14. letom 
starosti pri dečkih. V zadnjih letih se opaža, da starost začetka pubertete pada (9) .   
O prezgodnji puberteti (v nadaljevanju PP) govorimo, ko pri posamezniku opazimo 
pubertetne spremembe pri nižji starosti, kot je najnižja sprejemljiva starost za nastop 
pubertete. Pri deklicah posumimo na PP, če pride do sprememb pred 8. letom, pri dečkih 
pa pred 9. letom starosti (10).  
Za PP je značilen zgoden razvoj sekundarnih spolnih znakov, pospešeno podaljševanje in 
dozorevanje kosti in posledično nižja odrasla postava ter psihološke vedenjske motnje. 
Med njimi prevladujejo depresija, zloraba prepovedanih substanc, tesnoba in bulimija 
(9,10,11). Osebe z diagnozo prezgodnje pubertete imajo večje tveganje za razvoj diabetesa 
tipa 2, srčno-žilnih bolezni, nagnjeni so k debelosti, nižja starost ob menarhi pri deklicah 
pa je povezana z večjim tveganjem za raka dojke, endometriozo, sindrom policističnih 
jajčnikov in osteoartritis (11,12,13,14).  
Incidenca PP je 1/5000-1/10 000 in je 10-krat pogostejša pri deklicah (10,15). Pogostost 
PP pri afriško-ameriških deklicah je štiri-krat večja v primerjavi z deklicami bele rase (16).  
 
1.3 Klasifikacija prezgodnje pubertete 
PP glede na etiologijo razdelimo na dve obliki:  
− Centralna prezgodnja puberteta (CPP) je od gonadotropina odvisna prezgodnja 
puberteta. Ima vse značilnosti normalne pubertete s to razliko, da pride do aktivacije 
HHG osi pri nižji starosti (17). CPP je pogostejša pri deklicah, pri katerih v približno 
90% vzrok ni poznan. Govorimo o idiopatski CPP (9). Nasprotno imajo dečki s to 
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diagnozo v približno 50% identificiran vzrok (17). Možni vzroki so navedeni v 
Preglednici III.   
− Periferna prezgodnja puberteta (PPP) je oblika prezgodnje pubertete, ki je 
neodvisna od sproščanja gonadotropina. Značilnosti prezgodnje pubertete se razvijejo 
zaradi izpostavljenosti spolnim hormonom, katerih izločanje ni posledica aktivacije 
HHG osi. Sproščajo se lahko iz spolnih žlez, nadledvične žleze ali pa so zunanjega 
izvora (10). Pojavnost PPP, ki je lahko kongenitalnega izvora ali pridobljena, je mnogo 
manjša od CPP. Za razliko od CPP je patogeneza in fenotipsko izražanje vzrokov PPP 
raznoliko in heterogeno (18).  
 
Preglednica III: Delitev prezgodnje pubertete in vzroki (CPP – centralna prezgodnja 
puberteta, PPP – periferna prezgodnja puberteta, CŽS – centralni živčni sistem 
(2,9,10,19)). 
Od gonadotropina odvisna 
prezgodnja puberteta – CPP 
Od gonadotropina neodvisna prezgodnja 
puberteta – PPP 
a) Prisotne spremembe v CŽS 
− tumorji CŽS: astrocitom, optični 
gliom, hipotalamični hamartom 
− druge poškodbe CŽS:  
    prirojene nepravilnosti 
(hidrocefalija, arahnoidne ciste) 
pridobljene poškodbe  
    (absces, encefalitis, kemoterapija, 
radioterapija) 
 
b) Brez sprememb v CŽS 
− genetski vzrok: družinska CPP  
− izpostavljenost endokrinim 
motilcem  
− idiopatska CPP 
− posvojeni otroci 
a)   Spolne žleze 
− tumorji: jajčnikov, Leydigovih celic 
− ciste jajčnikov 
b)   Nadledvična žleza 
− tumorji nadledvične žleze 
− kongenitalna adrenalna hiperplazija 
− Cushingov sindrom 
c)   Genetski vzrok  
− družinska testotoksikoza 
− McCune-Albright sindrom 
− Prader-Willi, Williams sindrom 
d)   Eksogeni vzrok 
− izpostavljenost oralnim 
kontraceptivom, anabolnim steroidom 
e)   Drugi vzroki 
− dolgotrajno nezdravljeni primarni 
hipotiroidizem 
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1.3.1 Družinska centralna prezgodnja puberteta 
O družinski prezgodnji puberteti (FPP) govorimo, kadar je poleg preiskovanca vsaj en član 
v družini ali rodovniku s klinično dokazano prezgodnjo puberteto ali značilnostmi 
prezgodnjega pubertetnega razvoja. Dedna nagnjenost k prezgodnjemu spolnemu 
dozorevanju je bila opisana v 27,5–41% preučevanih primerov PP. V večini primerov 
družinske CPP se predpostavlja avtosomno dominantno (AD) dedovanje z od spola 
odvisno nepopolno penetranco (8,16).  
 
1.3.2 Diagnostika prezgodnje pubertete 
Določitev vzroka PP je pomembno za izključitev življenjsko ogrožajočih bolezni in 
zgodnjo uvedbo ustreznega zdravljenja z namenom preprečitve negativnih učinkov na rast, 
reproduktivno funkcijo in vedenje (20).  
Pri velikem deležu otrok so znaki prezgodnjega pubertetnega razvoja del sicer fiziološkega 
razvoja, ki ne zahtevajo zdravljenja. Takšna stanja so izolirana prezgodnja telarha, pubarha 
in menarha. Pri deklicah z izoliranimi vaginalnimi krvavitvami je potrebno izključiti 
vnetja, tumorje, prisotnost tujka in spolno zlorabo (2,20). Bolezni ščitnice, hCG 
sproščujoči tumorji, tumorji jajčnikov, nadledvične žleze in osrednjega živčnega sistema se 
lahko prav tako kažejo s prezgodnjim pubertetnim razvojem. Zgodnja potrditev PP je zato 
nujna, da se izognemo nepotrebnim preiskavam in terapiji. Uporablja se večstopenjski 
proces, ki vključuje družinsko anamnezo, klinični pregled, biokemično analizo in uporabo 
različnih slikovnih tehnik (10). 
− Družinska anamneza 
Podatki, ki jih je potrebno pridobiti, so starost nastopa pubertetnih sprememb in hitrost 
njihovega napredovanja, hitrost rasti preiskovanca v zadnjih 6–12 mesecih, prisotnost 
sekundarnih spolnih znakov in drugih znakov spolnega dozorevanja (akne, mastna koža, 
erekcije, vaginalne krvavitve). Za določitev družinske nagnjenosti k prezgodnjemu 
spolnemu razvoju so potrebni tudi podatki o nastopu pubertete pri starših in sorojencih 
(9,10). 
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− Telesni pregled 
Določi se stopnjo pubertetnega razvoja po Tanner-jevi lestvici (glej Preglednico I), 
izmerijo se višina, teža, določijo se telesna razmerja posameznika, izračuna se povprečna 
hitrost rasti na leto (cm/leto).  
− Endokrinološka ocena 
Kadar je PP očitna diagnoza se v naslednjem koraku preveri, ali gre za od gonadotropina 
odvisno ali neodvisno obliko. Aktivnost HHG osi določimo z visoko občutljivim 
imunokemiluminiscenčnim GnRH stimulacijskim testom, pri katerem določimo 
koncentracijo LH po 0, 20, 30 in 60 minutah po intravenski aplikaciji GnRH ali njegovega 
analoga (9). Vrednosti stimuliranih koncentracij LH so primerljive s tistimi, ki so posledica 
odgovora na endogeni GnRH, zato se test uporablja kot presejalni test za identifikacijo 
bolnikov s CPP (19). Test je tudi zlati standard za ločevanje med CPP in PPP; povišana 
koncentracija LH prevladuje pri CPP, medtem ko je izločanje LH in FSH pri PPP zavrto ali 
v koncentracijskem območju, ki je značilno za obdobje pred puberteto (10).  
Za izključitev drugih vzrokov prezgodnjega pubertetnega razvoja je potrebno opraviti 
dodatne biokemične teste, s katerimi se preveri delovanje ščitnice (določitev koncentracije 
prostih ščitničnih hormonov in TSH) in nadledvične žleze (določitev koncentracije 
hormonov DHEA, 17-hidroksiprogesterona) za izključitev adrenalne kongenitalne 
hiperplazije. Ob sumu na človeški horionski gonadotropin sproščujoči tumor, ki je lahko 
vzrok PP pri dečkih, je potrebna določitev hCG koncentracije (9,10,19).  
− Slikovne tehnike 
a) določitev starosti skeleta  
Pri rentgenskem slikanju z x-žarki presvetlimo kosti ne-dominantne roke in zapestja in na 
podlagi zrelosti skeleta določimo kostno starost. Pri otrocih s prezgodnjim ali kasnim 
pubertetnim razvojem kostna starost odstopa za več kot 2SD od kronološke starosti 
(določena z datumom rojstva). Sledi izračun razmerja med spremembo starosti kosti in 
spremembo kronološke starosti (ΔBA/ΔCA), ki je v primeru CPP >1,2 (10). 
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b) ultrasonografija medenice 
Z ultrasonografijo se pri deklicah preveri velikost in morfologijo jajčnikov in maternice. 
Pred puberteto je struktura jajčnikov homogena ali mikrocistična, maternica je ovalne 
oblike s tankim endometrijem. V puberteti postane struktura jajčnikov makrofolikularna/ 
folikularna, maternica je v obliki hruške, endometrij je debelejši. Ultrazvok trebuha in 
medenice omogoča detekcijo tumorjev nadledvične žleze in cist jajčnikov (10,19).  
c) slikanje z magnetno resonanco (MRI) 
MRI slikanje možganov je potrebno opraviti pri vseh otrocih z dokazano CPP. Namen 
slikanja je izključiti poškodbe CŽS in prisotnost intrakranialnih tumorjev. CPP naj bi bila 
eden izmed redkih simptomov teh tumorjev, ki so pri deklicah s CPP prisotni v 4–13% in 
pri obolelih dečkih v 19%. Hipotalamični hamartom se lahko prav tako kaže v obliki CPP. 
Sicer asimptomatski tumor je pri bolnikih s CPP najpogosteje najdena poškodba CŽS in ga 
opazimo le z MRI slikanjem (19). 
 
1.3.3 Zdravljenje centralne prezgodnje pubertete 
Glavni cilj zdravljenja otrok s CPP je zaustaviti napredovanje pubertetnih sprememb in 
znižati koncentracijo spolnih hormonov na vrednosti, ki so značilne za obdobje pred 
puberteto. S tem se podaljša potencial rasti in prepreči pojav psihosocialnih težav (21).      
Zdravljenje ni potrebno pri vseh bolnikih s CPP (19). Njegova uvedba je odvisna predvsem 
od prisotnih fizičnih in psihičnih nepravilnosti, tveganja za zgodnjo menarho in nižjo 
odraslo postavo. Program zdravljenja, ki je dogovor med zdravniki in starši, je prilagojen 
vsakemu posamezniku (10).  
Pri bolnikih mlajših od sedmih let se zdravljenje prične takoj, pri otrocih med 7. in 8. letom 
starosti pa je uvedba zdravljenja odvisna od naslednjih kriterijev: hitro napredovanje 
starosti skeleta, tveganje za menarho pred 10. letom starosti in več kot za 1SD zmanjšana 
predvidena višina odrasle postave. Ti trije pozitivni kriteriji so temelj za pričetek 
zdravljenja (10).  
Aktivacijo HHG osi se zavre z dodajanjem GnRH analogov, ki so varni in povzročajo 
minimalne stranske učinke (10). Najpogosteje uporabljena sta triptorelin acetat (Evropa) in 
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leuprolin acetat (ZDA). Delujeta tako, da z nenehno stimulacijo GnRH receptorjev 
zmanjšata njihovo občutljivost na GnRH dražljaje, kar vodi do zmanjšanega izločanja 
gonadotropinov (9). Pri deklicah se upočasni rast prsi, jajčnikov in maternice, pri dečkih se 
zmanjša volumen testisov, pogostost erekcij, njihovo obnašanje je manj agresivno (19). Pri 
bolnikih se stanje navadno normalizira v prvih 6 mesecih po uvedbi terapije (19).   
Standardnih protokolov za spremljanje zdravljenja ni na voljo. Bolnike se navadno 
spremlja prvo leto po uvedbi terapije. Po rednih aplikacijah ustrezne doze GnRH analogov 
se hormonsko stanje preverja z GnRH stimulacijskim testom. Nivo LH hormona ne sme 
presegati koncentracij, značilnih za obdobje pred puberteto. Pri otrocih se redno spremlja 
višino, hitrost rasti in določa starost skeleta z rentgenskim slikanjem. Ukinitev terapije je 
odvisna od pričakovane končne višine, čustvene zrelosti pacienta in njegove želje.  
Po koncu terapije se pulzno izločanje gonadotropinov ponovno vzpostavi. Pri dečkih se 
serumske koncentracije testosterona povišajo na odrasel nivo, menstruacije pri deklicah pa 
se navadno pojavijo 9–20 mesecev po prekinitvi zdravljenja. Priporoča se dolgoročno 
spremljanje reproduktivne funkcije, kostne mineralne gostote in višine (9,21).   
 
1.3.4 Vpliv genetike pri centralni prezgodnji puberteti 
Pri večini bolnikov s CPP ne najdemo hipotalamičnih tumorjev ali drugih poškodb, ki bi 
bile vzrok za klinično sliko. Genetika, epigenetika in okoljski dejavniki so posledično 
področja, na katerih potekajo intenzivne raziskave z namenom razjasnitve vzroka CPP 
(22).  
O družinski CPP govorimo v približno četrtini idiopatskih primerov (23). Kljub pomembni 
vlogi genetskih dejavnikov je bilo v povezavi s tem bolezenskim stanjem do sedaj 
identificiranih le nekaj genov in njihovih variant, ki vplivajo na začetek pubertetnega 
razvoja: KISS1, KISS1R, MKRN3 in DLK1.  
Prva dva gena kodirata protein kispeptin 1 in njegov receptor. Variante v genih so bile že 
opisane pri bolnikih s prirojenim hipogonadotropnim hipogonadizmom, kasneje pa so 
ugotovili, da kot stimulatorna dejavnika sodelujeta tudi pri aktivaciji HHG osi (24). 
Spremembe v teh dveh genih so redko vzrok prezgodnje pubertete (25).  
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MKRN3 in DLK1 sta maternalno vtisnjena gena. Patološke spremembe v genu MKRN3 so 
najpogostejši genetski vzrok CPP. Prisotne so pri 33–46% bolnikov z družinsko CPP, 
variante v genu so bile vzrok klinične slike tudi pri  5% deklic in 40% dečkov s sporadično 
CPP (26,27). Ima inhibitorni  vpliv na izločanje GnRH iz hipotalamusa. Nasprotno se za 
DLK1 gen (okr. angl. delta, drosophila, homolog-like 1) in njegov produkt DLK1 (okr. 
angl. delta like non-canonical Notch ligand) predpostavlja stimulatorna vloga pri 
nevroendokrinem nadzoru izločanja GnRH in uravnavanju časovnega poteka pubertetnega 
razvoja (26).  
 
1.3.4.1 Gen MKRN3  
Gen MKRN3 (okr. angl. makorin RING-finger protein 3) je bil v povezavi s prezgodnjim 
nastopom pubertete prvič opisan leta 2013, ko so pri petih družinah s CPP s 
sekvenciranjem celotnega eksoma odkrili prve štiri variante v tem genu (25). Je 
brezintronski gen z natančno citogenetsko lokacijo 15q11.2. Prvič je bil kloniran med 
študijo kritične regije (15q11–q13) Prader-Willi/Angelman (PW/AS) sindroma (28). 
Povezava gena MKRN3 s to redko genetsko boleznijo ni poznana. Kritična regija vsebuje 
skupino vtisnjenih genov, med katere spada tudi MKRN3. Gen je maternalno vtisnjen, saj 
je materina kopija gena z metilacijo 5' CpG otočkov epigenetsko utišana. Izrazi se le po 
očetu podedovan alel (29,30).  
Gen ima sedem prepisov (MKRN3-201–207), pet jih kodira zapis za sintezo proteina (31).  
Lastnosti glavnega prepisa MKRN3-201 so povzete v Preglednici IV. Njegovo zaporedje 
je predstavljalo referenčno zaporedje pri genetski analizi gena. 
 
Preglednica IV: Lastnosti glavnega prepisa gena MKRN3 (CPP – centralna prezgodnja 
puberteta, AK – aminokislina) (povzeto po (31)). 
Ime transkripta 
Število baznih 
parov (bp) 
Dolžina 
proteina (AK) 
Fenotip 
MKRN3-201 2347 507 CPP 
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Gen MKRN3 kodira zapis za sintezo ribonukleoproteina MKRN3 (okr. angl. makorin 
RING-finger protein 3), ki deluje kot inhibitor GnRH izločanja med otroštvom (32,33,34). 
Zgrajen je iz petih domen: dveh C3H cinkovih prstov na N-terminalnem koncu proteina, 
sledi za makorine specifično področje, ki je bogato z aminokislinama cistein in histidin, 
RING C3HC4 cinkov prst in končna C3H domena. Shematična zgradba proteina je 
prikazana na Sliki 1 (25,35). 
  
 
Slika 1: Domene MKRN3 proteina in njihov položaj (AK - aminokislina) (prirejeno po 
(20)). 
 
Opisana kombinacija cinkovih domen je značilnost družine makorinov. Cinkovi prsti so 
majhne funkcionalne proteinske domene, ki imajo v svoji strukturi koordinativno vezan 
vsaj en cinkov ion. Ta je pomemben za konformacijsko stabilizacijo domene, saj 
histidinski aminokislinski ostanki α-heliksa in cisteinski ostanki β-lista v procesu zvijanja 
proteina tvorita koordinacijske vezi s kovinskim ionom. Nastane stabilna prstu podoba 
sekundarna struktura, po kateri je domena dobila ime (36). C3H cinkove domene 
sodelujejo pri vezavi RNA, RING domena pa je odgovorna za ubikvitin-ligazno aktivnost 
proteina in sta tako bistveni za njegovo delovanje. Vloga MKRN specifične domene 
zaenkrat ni poznana. RING domena MKRN3 omogoča ubikvitinacijo proteinov. S 
pripenjanjem ubikvitinskih molekul na proteine pospeši njihov prenos do proteasomov, 
kjer se razgradijo. Med otroštvom se izražanje MKRN3 gena in sinteza njegovega produkta 
v arkuatnem jedru hipotalamusa močno povečata. To zmanjša ekspresijo glavnih 
stimulatornih faktorjev izločanja GnRH (kispeptin 1, nevrokinin B) v arkuatnem jedru in 
posledično prepreči izločanje hormona (25,32,37). Okvirni mehanizem delovanja MKRN3 
je prikazan na Sliki 2, natančen mehanizem inhibicije HHG osi pa za zdaj ni poznan. 
 Novak E. Analiza genetskih in metilacijskih sprememb gena MKRN3 pri bolnikih s prezgodnjo puberteto. Magistrska 
naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2019 
 
12 
 
Slika 2: Predviden mehanizem delovanja MKRN3 a) v otroštvu, ko deluje kot inhibitor 
izločanja GnRH iz hipotalamusa b) pred puberteto, ko zmanjšano izražanje MKRN3 
povzroči povečano sproščanje GnRH stimulatornih dejavnikov in GnRH, zaradi česar 
nastopi puberteta (prirejeno po (32)). 
 
Nastop pubertetnega razvoja je odvisen tudi od zmanjšanja faktorjev, ki inhibirajo 
izločanje GnRH. Spremembe v genu MKRN3, ki povzročijo sintezo skrajšanega proteina 
ali izgubo njegove funkcije, zato vodijo do prezgodnje reaktivacije HHG osi in CPP (32).  
 
1.3.4.2 Gen DLK1 
Maternalno vtisnjen DLK1 je protein kodirajoči gen, ki se nahaja na dolgi ročici 
kromosoma 14 (14q32.2). Njegov produkt DLK1 (angl. delta like non-canonical Notch 
ligand) je pomemben regulator Delta-Notch signalne poti. Ta je ključna za normalen 
embrionalen razvoj, saj uravnava širok nabor razvojnih procesov, kot so celična 
diferenciacija, proliferacija in apoptoza celic. Signalna pot se aktivira z vezavo liganda na 
enega od štirih NOTCH receptorjev, kar povzroči njegove konformacijske spremembe in 
prenos signala do jedra. To sproži transkripcijo tarčnih genov. Takšen način delovanja je 
značilen za kanonične ligande Notch signalne poti. Vloga nekanoničnih ligandov ni 
natančno poznana, saj navadno delujejo po alternativnih in zato slabše raziskanih poteh. 
DLK1 je najbolje raziskan nekanonični ligand v signalni poti (38).  
 Novak E. Analiza genetskih in metilacijskih sprememb gena MKRN3 pri bolnikih s prezgodnjo puberteto. Magistrska 
naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2019 
 
13 
DLK1 kodira transmembranski protein, ki vsebuje več ponovitev, podobnih 
epidermalnemu rastnemu faktorju. DLK1 je pri odrasli osebi v največji meri izražen v 
nadledvični žlezi, trebušni slinavki, modih, jajčnikih, hipofizi in hipotalamusu. V 
arkuatnem jedru hipotalamusa se nahajajo GnRH in kispeptin nevroni, ki so ključni pri 
kontroli izločanja GnRH. Potencialna vloga DLK1 pri nastopu pubertete je preko 
nevronov, ki izločajo kispeptin. Njihovo nastajanje, dozorevanje in/ali izločanje 
stimulatornega dejavnika kispeptina 1 je uravnavano tudi preko Notch signalne poti (39). 
DLK1 kot negativni regulator te signalne poti časovno uravnava proces dozorevanja 
nevronov in prepreči prezgodnji pubertetni nastop (26). 
Prerazporeditve v genu DLK1 so prisotne pri majhnem deležu bolnikov s Temple 
sindromom. CPP je pogosto prvi znak sindroma pri prizadetih posameznikih, druge tipične 
značilnosti bolezni pa so zastoj rasti v maternici, nizka postava, hipotonija, majhne 
roke/noge, nevrološke nepravilnosti, makrocefalija in obrazni dismorfizmi (40). Delecije v 
genu s posledično izgubo funkcije proteina DLK1 pri bolnikih s Temple sindromom so 
najverjetneje vzrok za prezgodnjo puberteto, ne pa tudi drugih značilnosti sindroma. Ti 
bolniki imajo pogosto tudi povečan delež maščobnega tkiva, kar potrjuje vlogo DLK1 pri 
uravnavanju razvoja adipocitov. Ena izmed njegovih najbolj raziskanih funkcij je namreč 
vloga inhibitorja diferenciacije adipocitov, kjer prepreči ekspresijo ključnih 
transkripcijskih regulatorjev adipogeneze (38,41). Parcialna delecija in točkovne variante 
gena DLK1 so bile ugotovljene tudi pri družinah z družinskim pojavljanjem CPP s 
paternalnim dedovanjem (42).  
 
1.3.4.3 Paternalno dedovana prezgodnja puberteta 
O paternalnem dedovanju govorimo takrat, ko se genetska sprememba od očeta prenese na 
potomce (43). Pri MKRN3 in DLK1 se izrazi le alel podedovan po očetu (paternalni alel), 
zato pri prizadetih družinskih članih z dokazano spremembo v teh dveh genih pričakujemo, 
da so jo podedovali od očeta. Segregacijske analize kažejo na avtosomno dominantno 
obliko dedovanja s popolno penetranco in izključno paternalnim prenosom, kar sovpada z 
monoalelnim izražanjem genov (32). Genetske spremembe prizadenejo deklice in dečke v 
enaki meri v nasprotju z idiopatsko CPP, kjer so obolela pogosteje dekleta (44).   
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Namen magistrske naloge je opredeliti bolezenske spremembe v genu MKRN3 v skupini 
bolnikov s CPP. Spremembe, ki jih bomo analizirali, bodo zajemale točkovne spremembe, 
manjše delecije in insercije, pa tudi večje spremembe v številu kopij gena in metilacijske 
nepravilnosti. Opredelitev genetskega vzroka je namreč pomembna pri postavitvi 
dokončne klinične diagnoze CPP in je osnova za genetsko testiranje družinskih članov. 
 
Hipoteze: 
1. V populaciji bolnikov s CPP pričakujemo prisotnost že znanih vzročnih genetskih 
sprememb in tudi takšnih, ki v strokovni literaturi do sedaj še niso bile opisane. 
2. Bolniki z opredeljeno genetsko spremembo v genu MKRN3 imajo paternalno 
dedovano CPP. 
3. Delež bolnikov z vzročnimi spremembami v genu MKRN3 je primerljiv podatkom 
opisanim v strokovni literaturi.   
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3 METODE IN MATERIALI 
3.1 Preiskovanci 
V raziskavo smo vključili 71 preiskovancev, ki so bili obravnavani na Pediatrični kliniki, 
UKC Ljubljana, ali pediatričnih ustanovah tujih držav, zaradi klinično in biokemično 
opredeljene CPP. Vključeni preiskovanci oziroma starši mladoletnih oseb so podali pisno 
privolitev k sodelovanju v raziskavi. Raziskavo z naslovom Raziskava genetskega ozadja 
hipopituitarizma, motenj v pubertetnem razvoju in reprodukciji je odobrila Komisija 
Republike Slovenije za medicinsko etiko (št. 29/06/14). 
Med bolniki z družinsko dedovano CPP (n=36) je 14 takšnih, ki imajo maternalno 
dedovano CPP, pri 7 bolnikih pa je prisotna klinična slika značilna za paternalno ali 
recesivno dedovano CPP. V analizo je bilo vključenih 14 družinskih članov bolnikov; 8 pri 
bolnikih z maternalno in 7 pri bolnikih s paternalno/recesivno dedovano CPP. Sporadičnih 
bolnikov z idiopatsko CPP je bilo 35 (4 moški, 31 žensk). Razdelitev populacije 
preiskovancev prikazuje Graf 1.  
 
 
Graf 1: Razporeditev preiskovancev po skupinah. 
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3.2 Metode 
3.2.1 Izolacija genomske DNA iz periferne krvi 
Reagenti in raztopine 
• vzorec: periferna kri odvzeta z antikoagulantom EDTA, 
• komercialno dostopen reagenčni komplet FlexiGene DNA Kit 250 (Qiagen), 70% 
etanol, 100% izopropanol. 
Instrumenti in material 
• pipete (10, 100, 1000 µL), sterilni nastavki za pipete, 50 mL centrifugirke, 1,5 mL 
sterilne mikrocentrifugirne epruvete, 
• vodna kopel, centrifuga, vibracijski mešalnik. 
 
Delovni postopek 
Genomsko DNA (gDNA) preiskovancev smo izolirali po predpisanih navodilih 
proizvajalca reagenčnega kompleta FlexiGene DNA Kit 250 (Qiagen) (45).  
 
3.2.2 Spektrofotometrično določanje koncentracije in čistosti  
izolirane DNA 
 
Reagenti in raztopine 
• vzorec: izolirana gDNA preiskovancev, 
• bidestilirana voda. 
Instrumenti in material 
• pipete (10, 100, 1000 µL), 1,5 mL sterilne mikrocentrifugirne epruvete, sterilni 
nastavki za pipete, 10 mm mikrovarčna kiveta, 
• spektrofotometer (Lambda 25, Perkin Elmer, Massachusetts, ZDA). 
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Delovni postopek 
Koncentracijo in čistost izolirane DNA preiskovancev smo določili spektrofotometrično z 
aparatom Lambda 25 (Perkin Elmer, Massachusetts, ZDA), ki izmeri absorbanco snovi pri 
dveh valovnih dolžinah. Pri valovni dolžini 260 nm imajo največjo absorbcijo 
ultravijolične (UV) svetlobe baze v DNA (A260), večina proteinov pa ima maksimum 
absorbcije pri 280 nm (A280). Za določitev čistosti izolirane DNA oziroma kontaminacije 
vzorca DNA s proteini smo izračunali razmerje A260/A280. Za genetsko analizo smo 
uporabili vzorce DNA z razmerjem  A260/A280 med 1,7 in 2,0 in koncentracijo vsaj 50 
µg/mL.  
 
3.2.3 Sekvenciranje po Sangerju 
3.2.3.1 Princip metode 
Sekvenciranje po Sangerju (DNA sekvenciranje z dideoksi verižnimi terminatorji) je 
metoda, ki se uporablja za določanje nukleotidnega zaporedja tarčnega dela DNA. Temelji 
na uporabi dideoksinukleotid trifosfatov (ddNTP), ki po vgradnji v novo nastajajočo verigo 
ustavijo delovanje polimeraze I in s tem nadaljnje podaljševanje verige. ddNTP-ji so 
modificirani nukleotidi, ki na 3' koncu nimajo OH-skupine, kar onemogoči tvorbo 
fosfodiesterske vezi s fosfatno skupino na 5' koncu naslednjega nukleotida. Vsak izmed 
štirih vrst ddNTP-jev (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) je na 3' koncu označen z drugim 
fluorescenčnim barvilom.  
ddNTP-je dodamo v reakcijsko mešanico skupaj s tarčno DNA, DNA polimerazo I, 
oligonukleotidnim začetnikom in dNTP-ji. Po začetni denaturaciji verige prične DNA 
polimeraza vgrajevati dNTP-je, ki so komplementarni tarčnemu odseku DNA. Veriga se 
podaljšuje tako dolgo, dokler se namesto ustreznega dNTP naključno ne vgradi eden izmed 
fluorescenčno označenih ddNTP-jev, ki predstavlja končno bazo v novonastali verigi. Ob 
koncu pomnožitve dobimo nabor fragmentov različne dolžine, ki imajo vsi enak 5' konec 
in različno fluorescenčno označeno bazo na 3' koncu (46). Fragmente pod vplivom 
električnega toka s kapilarno elektroforezo v sekvenatorju ločimo po dolžini od najkrajšega 
do najdaljšega. Fluorescenčno barvilo na koncu vsakega odseka laser ekscitira, detektor 
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fluorescence pa izmeri intenziteto oddane svetlobe vseh štirih barvil pri štirih različnih 
valovnih dolžinah. Da zagotovimo zanesljive rezultate sekvenciramo tarčni odsek tako v 
smeri naprej (angl. forward) kot v obratni smeri (angl. reverse) z uporabo ustreznega 
smernega (F) in obratno smernega (R) oligonukleotidnega začetnika. Nukleotidno 
zaporedje, izpisano na elektroferogramu, predstavlja zaporedje tarčne DNA, ki ga 
primerjamo z referenčnim zaporedjem iz genskih baz. 
   
3.2.3.2 Izbor oligonukleotidnih začetnikov 
S sekvenciranjem po Sangerju smo določili nukleotidno zaporedje kodirajoče regije 
MKRN3. V podatkovni bazi genomov ENSEMBL smo poiskali referenčno zaporedje 
glavnega prepisa gena MKRN3-201 (ID: ENST00000314520.5) (47). Celoten ekson je 
dolg 2347 bp in tako predolg, da bi ga pomnožili le z enim parom oligonukleotidnih 
začetnikov. Področje smo razdelili na 3 dele in s programom Primer3 (v.0.4.0) poiskali 
ustrezne oligonukleotidne začetnike, ki so navedeni v Preglednici V. Pri izbranih 
začetnikih smo s programom SNPCheck izključili prisotnost polimorfizma posameznih 
nukleotidov (SNP) (48).   
 
Preglednica V: Lastnosti uporabljenih oligonukleotidnih začetnikov. 
Oligonukleotidni 
začetnik 
Nukleotidno zaporedje 5'-3' 
Dolžina 
produktov (bp) 
MKRN3_A_F 
MKRN3_A_R 
CTGTGCCCGGAAGTAGGTAG 
CAATCACAGGCAAGGAAAGG 
694 bp 
MKRN3_B_F 
MKRN3_B_R 
CACTGAGGGTGGCGTTTC 
GGGGTTGGCCTTCTCATAG 
592 bp 
MKRN3_C_F 
MKRN3_C_R 
ATATGAGGGCCTGCATTGAA 
AACAGCCCCTGAAAGCAGTA 
769 bp 
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3.2.3.3 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Reagenti in raztopine 
• GoTaq® Green Master Mix (Promega, San Luis, CA, ZDA – reakcijska mešanica 
vsebuje DNA polimerazo, MgCl2, pufer in dNTP), bidestilirana voda, 40% DMSO, 
delovna raztopina smernih (F) in obratno smernih (R) oligonukleotidnih začetnikov 
s koncentracijo 10 pmol/µL (glej Preglednico V). 
Instrumenti in material 
• Gilson pipete (10, 100, 200, 1000 µL), 5 mL sterilne mikrocentrifugirne epruvete, 
nosilci za vzorce in podstavki za nosilce vzorcev, reakcijske epruvete 0,2 mL in 
pripadajoči pokrovčki (Applied Biosystems), 
• vibracijski mešalnik (Maxi MixII, Termolyne), komora za sterilno delo, aparat za 
PCR GeneAmp® PCR Systems 9700 (Applied Biosystems). 
 
Delovni postopek 
Pred pripravo reakcijske zmesi smo izolirano DNA redčili do koncentracije 100 ng/µL. Za 
izračun volumna izhodne DNA in bidestilirane vode smo uporabili enačbo 𝑉1 =
𝑐2 𝑥 𝑉2
𝑐1
, 
kjer je V1=volumen izhodnega vzorca DNA, c1=koncentracija izoliranega vzorca DNA, 
V2=volumen redčenega vzorca DNA – 100 µL, c2=končna koncentracija redčenega vzorca 
DNA – 100 ng/µL, in pripravili volumske razredčitve DNA vzorcev.  
Pripravili smo delovne raztopine izbranih oligonukleotidnih začetnikov. Za posamezen 
odsek smo uporabili ustrezen par oligonukleotidnih začetnikov proizvajalca Eurofins 
Genomics. Izpolnili smo shemo pipetiranja na Delovnem listu-mikrotitrska plošča. Pri 
vsakem preiskovancu smo pomnožili vse 3 odseke s smernim (F) in obratno smernim (R) 
oligonukleotidnim začetnikom (6 reakcijskih mešanic) in dodali slepo kontrolo na 
posamezno mikrotitrsko ploščo.  
Reagente smo vzeli iz zamrzovalne skrinje in jih segreli na sobno temperaturo. Komoro za 
sterilno delo in celotni material smo razkužili s 70% etanolom. Pred pripravo reakcijske 
zmesi smo vse reagente na kratko premešali z vorteksiranjem in pripravili mešanico:  
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Preglednica VI: Priprava reakcijske mešanice za PCR. 
Reagent Volumen 
GoTaq® Green Master Mix 12,5 µL 
Bidestilirana voda 9,5 µL 
Pripravljena raztopina smernega (F) 
oligonukleotidnega začetnika 
1 µL 
Pripravljena raztopina obratno smernega (R) 
oligonukleotidnega začetnika 
1 µL 
DNA preiskovanca 1 µL 
 V= 25 µL 
 
 
Nosilec z zaprtimi reakcijskimi mešanicami smo vstavili v aparat za PCR. Tarčno DNA 
smo pomnožili z naslednjim programom, ki smo ga določili z optimizacijo temperature 
naleganja oligonukleotidnih začetnikov:  
 
Preglednica VII: Pogoji PCR, pod katerimi smo pomnožili tarčno DNA. 
Temperatura Čas Število ciklov 
95°C 2 min 1x 
94°C 
30 s 35x 
Odsek A, B 60°C 
Odsek C 66°C 
72°C 
72°C 7 min 1x 
10°C ∞  
 
Po končanem programu smo nosilec z vzorci shranili v hladilniku na 4°C. Za ugotavljanje 
uspešnosti PCR smo izvedli agarozno gelsko elektroforezo. 
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3.2.3.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Reagenti in raztopine 
• vzorec: izolirana gDNA preiskovancev, 
• 10x TBE pufer (1M Tris HCl, 20 mM EDTA, 650 mM borna kislina), 1x TBE 
pufer, glicerol (Salus), agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA ), barvilo 
Syber Safe DNA gel stain (Invitrogen, Life Technologies, San Diego, CA, ZDA), 
koncentriran nanašalni pufer (50 mg bromfenol modro, 50 mg ksilencianol, 30 mL 
glicerol), delovna raztopina nanašalnega pufra, označevalec velikosti odsekov DNA 
– 50 bp (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA), destilirana voda. 
Instrumenti in material 
• pipeta Gilson 10µL, sterilni nastavki za pipete, 250 mL erlenmajerica, 100 mL 
merilni valj, parafilm, urno steklo, 
• tehtnica T11 (Sartorius TE6101), mikrovalovna pečica Sharp R-939, sistem za 
agarozno gelsko elektroforezo (Biorad 170-4485), komora za opazovanje in 
dokumentiranje gela G:BOX. 
 
Delovni postopek 
Za pripravo 2% agaroznega gela smo v erlenmajerici zatehtali 1,6 g agaroze in dolili 80 
mL 1x TBE pufra. Dodali smo 8 µL barvila Syber Safe, premešali in stehtali erlenmajerico 
z vsebino. Erlenmajerico smo postavili v mikrovalovno pečico in segrevali dvakrat po eno 
minuto oz. dokler se niso raztopili vsi delci agaroze. Preden smo erlenmajerico vzeli iz 
mikrovalovne pečice smo počakali 15 sekund, da se je mešanica malo ohladila. Na tehtnici 
smo dolili toliko destilirane vode, da je bila teža enaka kot pred kuhanjem. Med ohlajanjem 
mešanice na približno 60°C smo pripravili kalup za vlivanje gela in vstavili glavničke. 
Ohlajeno mešanico smo vlili v kalup in počakali 30 minut, da se je strdila. Kalup z gelom 
smo prenesli v sistem za elektroforezo in dolili toliko 1x TBE pufra, da je bil gel 
popolnoma potopljen. V žepke gela smo nanesli 10 µL vzorcev in označevalca velikosti 
DNA. Elektroforeza je tekla 30 minut pri napetosti 90V. Po končani elektroforezi smo gel 
presvetlili z UV svetlobo v aparatu G:BOX.  
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3.2.3.5 Sekvenčna reakcija 
Reagenti in raztopine 
• vzorec: izolirana gDNA preiskovancev, 
• koncentrirani oligonukleotidni začetniki (Eurofins Genomics), delovna raztopina 
smernih (F) in obratno smernih (R) oligonukleotidnih začetnikov s koncentracijo 10 
pmol/µL, Exo-SAP-IT (Affymetrix), Big-Dye Terminator 3.1v (Termo Fisher 
Scientific), Bid-Dye Terminator 3.1v 5X pufer (Termo Fisher Scientific), voda. 
Instrumenti in material  
• 1,5 mL sterilne mikrocentrifugirne epruvete, pipete Gilson (10, 100, 200, 1000 µL), 
sterilni nastavki za pipete, podstavki za reakcijske ploščice, reakcijske ploščice za 
96 vzorcev (Applied Biosystems), 
• vibracijski mešalnik (Maxi MixII, Termolyne), komora za sterilno delo, aparat za 
PCR GeneAmp® PCR Systems 9700 (Applied Biosystems), genetski analizator 
ABI PRISM® 3500 (Applied Biosystems), centrifuga Universal 320R (Hettich). 
 
Delovni postopek 
1.) Exo-SAP-IT reakcija 
Pred sekvenčno reakcijo je potrebno PCR produkte očistiti neporabljenih dNTP-jev in 
oligonukleotidnih začetnikov, ki bi lahko v nadaljevanju vplivali na sekvenčno reakcijo in 
njeno analizo. Uporabili smo Exo-SAP-IT reagent (Affymetrix), ki vsebuje encima 
eksonukleazo I in alkalno fosfatazo. Prvi je odgovoren za razgradnjo oligonukleotidnih 
začetnikov, alkalna fosfataza pa za defosforilacijo presežka dNTP-jev.  
Na Delovni list-mikrotitrska plošča smo napisali vrstni red reakcij. V reakcijske ploščice 
za 96 vzorcev smo odpipetirali 1 µL encima Exo-SAP-IT in dodali 2,5 µL PCR produktov. 
Reakcije smo dobro premešali, vstavili v aparat za PCR in inkubirali pod naslednjimi 
pogoji: 
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Preglednica VIII: Pogoji Exo-SAP-IT inkubacije. 
 Temperatura Čas 
Inkubacija 37°C 15 min 
Deaktivacija encima 80°C 15 min 
 10°C ∞ 
 
2.) Priprava Big-Dye reagenta 
25 µL Big-Dye Terminator 3.1 reagenta smo redčili z 87,5 µL Big-Dye Terminator 5x 
pufra. Pripravljeni Big Dye reagent je zadoščal za pripravo 25 sekvenčnih reakcij.  
3.) Priprava sekvenčne reakcije 
V epico z Big-Dye reagentom smo dodali 292,5 µL vode. V encimsko očiščene reakcijske 
mešanice smo dodali 16,2 µL raztopine Big-Dye reagenta in 0,3 µL delovne raztopine 
ustreznega oligonukleotidnega začetnika s koncentracijo 10 pmol/µL. Reakcije smo dobro 
premešali, na kratko centrifugirali in pomnožili v PCR aparatu:  
 
Preglednica IX: Pogoji sekvenčne reakcije. 
 Temperatura Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 96°C 1 min 1x 
Denaturacija 96°C 10 s 
25x 
Prileganje oligonukleotidnega 
začetnika 
50°C 5 s 
Podaljševanje verige 60°C 4 min 
Hlajenje 4°C ∞  
 
 
Produkte sekvenčne reakcije smo shranili pri -20°C do sekvenčne precipitacije.  
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4.) Precipitacija sekvenčne reakcije 
Po končani sekvenčni reakciji je potrebno iz reakcijske mešanice odstraniti nevgrajene 
ddNTP, saj fluorescenčno barvilo, s katerim so označeni, vpliva na kvaliteto začetnega 
dela sekvenčnega elektroferograma in na kvaliteto prepoznavanja nukleotidov. 
Sekvenčno reakcijo smo očistili s precipitacijo s 3 mmoL/L natrijevim acetatom in 
spiranjem s 70% etanolom.  
 
Reagenti in raztopine 
• 100% etanol, 70% etanol, 3 mmoL/L natrijev acetat. 
Instrumenti in material 
• 1,5 mL sterilne mikrocentrifugirne epruvete, pipete Gilson (10, 100, 2000, 1000 
µL), 
• vibracijski mešalnik (Maxi MixII, Termolyne), centrifuga Universal 320R 
(Hettich). 
 
Delovni postopek  
Glede na število sekvenčnih reakcij (N) smo v čaši pripravili naslednjo mešanico:  
N x 50 µL 100% etanola + N x 2 µL 3 mmoL/L natrijevega acetata.  
V vsako sekvenčno reakcijo smo dodali 52 µL pripravljene mešanice. Vzorce smo dobro 
premešali na vibracijskem mešalniku in inkubirali 10 minut na ledu. Reakcijsko ploščico 
smo vstavili v centrifugo in centrifugirali 45 minut pri 4°C na 3990 rpm. Po končanem 
centrifugiranju smo jo vzeli iz centrifuge, odprli in položili na staničevino. Narobe 
obrnjeno ploščico smo centrifugirali 1 minuto na 500 rpm, da smo se znebili supernatanta. 
Po končanem programu smo v vsako vdolbinico reakcijske ploščice dodali 70 µL 70% 
etanola, premešali in centrifugirali 15 minut pri 3990 rpm. Po končanem centrifugiranju 
smo ploščico vzeli iz centrifuge, odprli reakcijske vdolbinice, ploščico obrnili na 
staničevino in ponovno centrifugirali 1 minuto na 500 rpm. V vdolbinicah je ostala 
precipitirana sekvenčna reakcija, ki smo jo 10 minut sušili na sobni temperaturi in shranili 
na -20°C.  
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5.) Kapilarna elektroforeza 
Po precipitaciji sekvenčnih reakcij je potrebno vzorce ustrezno pripraviti za kapilarno 
elektroforezo na genetskem analizatorju ABI PRISM® 3500 (Applied Biosystems). To 
smo naredili z uporabo formamida, ki vzorce denaturira.  
 
Reagenti in raztopine 
• formamid (Applied Biosystems) 
Instrumenti in material 
• pipeta Gilson 100 µL, 
• aparat za PCR GeneAmp® PCR Systems 9700 (Applied Biosystems), 
• sekvenator 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 
 
Delovni postopek  
Precipitirane vzorce smo raztopili v 20 µL formamida in reakcijsko ploščico z vzorci 
vstavili v PCR aparat. Denaturacija je potekala 5 minut pri 95°C. Po končanem programu 
smo nosilec z vzorci vstavili v sekvenator, kjer je potekla kapilarna elektroforeza in 
detekcija sekvenčnih odsekov.  
 
3.2.3.6 Interpretacija rezultatov 
Rezultat določanja nukleotidnega zaporedja je elektroferogram, na katerem rdeči vrhovi 
predstavljajo timin (T), zeleni adenin (A), črni gvanin (G) in modri citozin (C). Pred 
analizo podatkov moramo preveriti, ali je dobljeno zaporedje primerno za interpretacijo. 
Gledamo predvsem prisotnost ozadja in če je previsoko, moramo analizo izvesti še enkrat.  
Zaporedje smo najprej odprli v programu Chromas, iz katerega smo sekvenco v FASTA 
obliki kopirali v program BLAST (49). S tem programom smo primerjali nukleotidno 
zaporedje preiskovanca z referenčnim zaporedjem gena MKRN3 (NG_012875.3). 
Odstopanja od referenčnega zaporedja program označi z rdečo barvo. Za vsako označeno 
spremembo smo morali določiti, na katerem mestu v zaporedju se nahaja, in jo poiskati na 
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elektroferogramu. Po tem, ko smo spremembo našli in jo ustrezno poimenovali po 
priporočeni HGVS nomenklaturi (50) na nivoju komplementarne DNA (cDNA) in 
ustreznega proteinskega zaporedja, smo preverili ali gre za znano patološko spremembo ali 
za varianto, ki je prisotna v splošni populaciji. To smo preverili v bazah podatkov o 
patoloških spremembah, kot sta HGMD professional (51), ClinVar (52), in bazah, ki 
vsebujejo podatke o variabilnosti človeškega genoma: dbSNP (53), ExAC Browser (54) in 
Exome Variant Server (55).  
V primeru, da  spremembe, opredeljene pri bolniku, v bazah ne najdemo, lahko sklepamo, 
da gre za novo odkrito spremembo. Ustrezno jo poimenujemo in njeno patološkost 
ovrednotimo po priporočilih ACMG (American College of Medical Genetics and 
Genomics) (56). Novo varianto je potrebno oceniti po predpisanih kriterijih, ki med 
drugimi zajemajo podatke o vrsti variante, mestu spremembe, prisotnosti fenotipa pri 
preiskovancu in rezultatih funkcionalnih študij, segregacijske analize in in silico 
napovednih algoritmov. Uporabili smo CADD (57), SIFT (58) in MutationTaster (59) in 
silico predikcijska orodja. Na podlagi končne ACMG ocene varianto uvrstimo v enega 
izmed petih razredov: patogena (angl. pathogenic), verjetno patogena (angl. likely 
pathogenic), benigna (angl. benign), verjetno benigna (angl. likely benign), nepoznanega 
pomena (angl. uncertain significance).  
Pri izbranih bolnikih, ki s sekvenciranjem po Sangerju niso imeli opredeljenih bolezenskih 
sprememb, družinska anamneza pa je ustrezala paternalno dedovani družinski CPP, smo 
nadaljevali z določanjem spremembe v številu kopij in metilacijskem vzorcu gena MKRN3 
in DLK1 z metodo MS-MLPA. 
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3.2.4 MS-MLPA (angl. methylation-specific multiplex ligation-
dependent probe amplification)  
 
Metodo MS-MLPA (metilacijsko specifično od ligacije odvisno hkratno pomnoževanje 
sond) smo uporabili za določitev delecij/duplikacij in za metilacijsko analizo gena MKRN3 
in DLK1. Pri delu smo uporabili komercialno dostopna kompleta MS-MLPA (MRC-
Holland):  
− analiza gena MKRN3: SALSA® MS-MLPA® - Probemix ME028-C1 Prader-Willi/ 
Angelman, LOT: C1-116,  
− analiza gena DLK1: SALSA® MS-MLPA® - Probemix ME32-A1 UPD 7/UPD 14, 
LOT: A1-0814. 
 
3.2.4.1 Princip metode  
Metoda MS-MLPA temelji na pomnoževanju do največ 60 sond, od katerih se vsaka 
prilega na točno določeno zaporedje DNA, ki je dolgo približno 60 nukleotidov. Produkt 
MS-MLPA reakcije so PCR amplikoni z dolžino 64–500 nukleotidov, ki jih po dolžini 
ločimo s kapilarno elektroforezo (60).  
Po začetni denaturaciji tarčne DNA vzorcu dodamo mešanico MS-MLPA sond. Vsaka 
MS-MLPA sonda je sestavljena iz dveh oligonukleotidov, ki sta sestavljena iz naslednjih 
komponent:  
 
 
Slika 3: Sestava MS-MLPA sonde (prirejeno po (61)). 
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Hibridizacijsko zaporedje je komplementarno zaporedju na DNA, ki ga želimo 
pomnožiti. »Stuffer« zaporedje ima točno določeno dolžino, ki je specifično za 
posamezno sondo. To zaporedje poskrbi, da dobimo pri analizi fragmente različnih dolžin.  
Med hibridizacijo se morata oligonukleotida vezati na sosednji tarčni DNA zaporedji. V 
primeru, da se nahajata dovolj blizu, se bosta v procesu ligacije med sabo povezala in 
tvorila eno sondo. Med PCR reakcijo se vse ligirane sonde hkrati pomnožujejo z uporabo 
enega para oligonukleotidnih začetnikov, ki se veže na ustrezno mesto na sondi (glej Sliko 
3). Eden izmed oligonukleotidnih začetnikov je fluorescenčno označen, kar omogoča 
vizualizacijo pomnoženih produktov med ločbo fragmentov na kapilarni elektroforezi. 
Rezultat kapilarne elektroforeze je elektroferogram.   
 
 
Graf 2: Prikaz glavnih stopenj MLPA reakcije. 
 
Za določitev tako števila kopij (angl. copy number variations – CNV) in metilacijskega 
statusa tarčne DNA uporabimo pri analizi posebno MS-MLPA mešanico sond. Del sond v 
mešanici je metilacijsko specifičnih in se nalegajo na tisti del DNA, ki vsebuje 
restrikcijsko mesto za restrikcijski encim HhaI.  
Po hibridizaciji sond na tarčne dele DNA vsako reakcijsko mešanico razdelimo na dva 
volumsko enaka dela. Prvo polovico reakcijske mešanice naredimo po protokolu za 
običajno MLPA analizo, ki bo dala podatke o številu kopij tarčnega gena. Drugi polovici 
mešanice pa med postopkom dodamo HhaI encim in dobimo podatke o metilacijskem 
statusu gena. 
Po hibridizaciji metilacijsko specifične sonde na nemetilirano tarčno DNA se bo sonda 
ligirala, HhaI encim pa jo bo razgradil. Razgrajena MS-MLPA sonda se v nadaljevanju ne 
more pomnoževati in zato ne bo ustvarila signala. V primeru, da je tarčno zaporedje 
metilirano, bo metilna skupina preprečila razgradnjo sonde s HhaI encimom. Nerazgrajena 
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in ligirana sonda se lahko med PCR pomnoži in ustvari signal. Stopnje analize prikazuje 
Graf 3.  
 
 
Graf 3: Prikaz stopenj MS-MLPA reakcije. Z rdečo barvo je označena ključna 
razlika med analizo števila kopij in metilacijskega statusa. 
 
MS-MLPA je relativna tehnika, zato je vključitev referenčnih vzorcev v analizo ključnega 
pomena. Proizvajalec priporoča uporabo vsaj 3 različnih referenčnih vzorcev na MS-
MLPA analizo, ki jih naključno razporedimo med preiskovane vzorce. Priporoča se, da sta 
v referenčnih vzorcih zastopana oba spola, ker mešanica MS-MLPA sond vsebuje tudi 
takšne, ki se specifično vežejo na zaporedje na X ali Y kromosomu. S tem je zagotovljena 
dodatna kontrola ustreznosti analitskega postopka, delovanja reagentov in programske 
opreme (60). 
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3.2.4.2 Potek analize 
Reagenti in raztopine 
• vzorec: gDNA preiskovancev (c=50 ng/mL), 
• komplet proizvajalca MRC-Holland: ultračista voda, MLPA reagenti z barvnimi 
pokrovčki: SALSA MLPA pufer (SALSA MLPA buffer, rumen pokrov), MLPA 
mešanica sond (MS-MLPA Probemix, črn pokrov), ligazni pufer A (Ligase Buffer 
A, prozorni pokrov), ligazni pufer B (Ligase Buffer B, bel pokrov), encim ligaza-65 
(SALSA Ligase-65, zelen pokrov), Salsa HhaI encim (Salsa HhaI, moder pokrov), 
SALSA PCR mešanica oligonukleotidnih začetnikov (SALSA PCR Primer Mix, 
rjav pokrov), SALSA polimeraza (SALSA  Polymerase, oranžen pokrov), standard 
velikosti fragmentov GeneScan 600 LIZ® (Applied Biosystems), formamid (HiDi 
Formamide, Applied Biosystems). 
Instrumenti in material 
• pipete Gilson (10, 100, 200, 1000 µL), sterilni nastavki za pipete, 0,2 mL reakcijske 
epruvete, nosilci za vzorce in podstavki za nosilce vzorcev, 
• vibracijski mešalnik (Maxi MixII, Termolyne), komora za sterilno delo, aparat za 
PCR GeneAmp® PCR Systems 9700 (Applied Biosystems), genetski analizator 
ABI PRISM® 3500 (Applied Biosystems). 
 
Delovni postopek 
Protokol izvajamo 3 dni.  
1.) DNA denaturacija – 1. DAN  
Za vsakega preiskovanca, kontrolne vzorce in slepo kontrolo smo pripravili dve reakcijski 
epruveti in ju označili z njihovimi podatki in oznakama C/R. S črko C smo označili 
reakcijske epruvete, v katerih smo izvedli analizo števila kopij gena (CNV), z R pa tiste, ki 
smo jih uporabili za analizo metilacijskega statusa. V reakcijske epruvete z oznako C smo 
odpipetirali 5 µL DNA preiskovancev, epruvete z oznako R pa so ostale prazne. Za slepo 
kontrolo smo uporabili ultračisto vodo. Reakcijske epruvete smo vstavili v PCR aparat in 
denaturirali DNA pri naslednjih pogojih: 
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Preglednica X: Pogoji denaturacije pri MS-MLPA metodi. 
Temperatura Čas 
98°C 5 min 
25°C Premor 
 
2.) Hibridizacija – 1. DAN 
Na vibracijskem mešalniku smo premešali MLPA pufer in MS-MLPA mešanico sond.  
Pripravili smo hibridizacijsko mešanico: 1,5 µL MLPA pufer + 1,5 µL MS-MLPA 
mešanica sond. Mešanico smo dobro premešali z vorteksiranjem. Po končani denaturaciji 
smo v vsako reakcijsko epruveto z oznako C dodali 3 µL hibridizacijske mešanice. S 
pipeto smo dobro premešali in nadaljevali s programom:  
 
Preglednica XI: Pogoji hibridizacije pri MS-MLPA metodi. 
Temperatura Čas 
95°C 1 min 
60°C 18 ur 
20°C Premor 
 
3.) Ligacija (analiza števila kopij – CNV) in reakcije ligacije in HhaI razgradnje 
(analiza metilacijskega statusa) – 2. DAN 
Oba ligazna pufra smo vorteksirali in v roki segreli epruveto z encimom ligaza-65, da smo 
zmanjšali viskoznost. Encim je občutljiv na svetlobo, zato smo ga hranili na temnem, iz 
hladilnika pa smo ga vzeli tik pred uporabo. Pripravili smo dve mešanici; eno smo 
uporabili za analizo števila kopij, drugo pa za analizo metilacijskega statusa: 
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Preglednica XII: Priprava mešanice za analizo števila kopij in metilacijskega statusa. 
 Analiza števila kopij Analiza metilacijskega 
statusa 
Reagent Volumen (µL) Volumen (µL) 
Ultračista voda 8,25 7,75 
Ligazni pufer B 1,5 1,5 
Ligaza-65 encim 0,25 0,25 
HhaI encim / 0,5 
 
Mešanic ne smemo vorteksirati, ker lahko pride do inaktivacije encimov. Premešali smo ju 
z nežnim pipetiranjem, pri čemer smo pazili, da se je viskozna raztopina encima dobro 
premešala s pufrom, saj lahko v nasprotnem primeru dobimo nezanesljive rezultate. Ko 
smo pripravili mešanici, smo odstranili reakcijske epruvete iz PCR aparata. V vsako 
epruveto z oznako C smo dodali 3 µL ligaznega pufra A in 10 µL ultračiste vode. Nežno 
smo premešali s pipetiranjem. 10 µL reakcijske mešanice smo odpipetirali v reakcijsko 
epruveto z oznako R. Reakcijske mešanice smo položili v aparat in ustavili, ko je 
temperatura dosegla 48°C. Reakcijske mešanice smo pustili v aparatu, odprli pokrovčke in 
dodali 10 µL ligaza-65 mešanice v MLPA reakcijo z oznako C in 10 µL ligazno-
razgrajevalne mešanice v MLPA reakcijo z oznako R. Nežno smo premešali s pipetiranjem 
in nadaljevali s programom:  
 
Preglednica XIII: Nastavitve programa za ligacijo in HhaI razgradnjo sond. 
 Temperatura Čas 
Ligacija, HhaI razgradnja sond 48°C 30 min 
Temperaturna inaktivacija encima 98°C 5 min 
 20°C Premor 
 
Ko je temperatura dosegla 20°C, smo reakcijske mešanice vzeli iz aparata. 
 4.) PCR – 2. DAN 
Vorteksirali smo SALSA PCR mešanico oligonukleotidnih začetnikov in v rokah segreli 
SALSA polimerazo, da smo zmanjšali viskoznost.  
 Novak E. Analiza genetskih in metilacijskih sprememb gena MKRN3 pri bolnikih s prezgodnjo puberteto. Magistrska 
naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2019 
 
33 
Pripravili smo polimerazno mešanico: 3,75 µL ultračista voda + 1 µL SALSA PCR 
mešanica oligonukleotidnih začetnikov + 0,25 µL SALSA polimeraza. Mešanico smo 
nežno premešali s pipetiranjem.   
Pri sobni temperaturi smo dodali 5 µL polimerazne mešanice v vsako MLPA reakcijo in 
nežno premešali s pipetiranjem. Reakcijske mešanice smo takoj vstavili v PCR aparat in 
nadaljevali s programom: 
 
Preglednica XIV: Nastavitev pogojev PCR pri MS-MLPA metodi. 
Temperatura Čas Število ciklov 
95°C 30 s  
35x 60°C 30 s 
72°C 60 s 
72°C 20 min 1x 
15°C ∞  
 
Fluorescenčna barvila so občutljiva na svetlobo, zato smo PCR produkte do fragmentne 
analize shranili na temnem, lahko bi jih tudi zavili v aluminijasto folijo. 
5.) Ločba fragmentov s kapilarno elektroforezo – 3. DAN 
S sistemom kapilarne elektroforeze smo ločili fragmente po dolžini. Iz hladilnika smo vzeli 
visoko kakovosten formamid (HiDi Formamide, Applied Biosystem) in standard velikosti 
fragmentov GeneScan 600 LIZ® (Applied Biosystems).  
Pripravili smo novi nosilec, ki je namenjen analizi vzorcev na sekvenatorju ABI PRISM® 
3500. V posamezne vdolbinice smo odpipetirali 0,7 µL PCR produktov, 0,2 µL standarda 
LIZ® 600 in 9 µL HiDi formamida, ki kot organsko topilo poveča topnost in stabilnost 
enoverižne DNA (62).  
Nosilec smo vstavili v PCR aparat in nastavili program: 
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Preglednica XV: Pogoji priprave vzorcev na kapilarno elektroforezo.  
Temperatura Čas 
86°C 3 min 
4°C 2 min 
 
Pripravljene vzorce smo vstavili v sekvenator in zagnali fragmentno analizo, ki je zajemala 
kapilarno elektroforezo za ločevanje odsekov in detekcijo posameznih odsekov. 
 
3.2.4.3 Analiza in interpretacija podatkov  
Za analizo podatkov smo potrebovali program Coffalyser.Net in priročnik za njegovo 
namestitev. Obe komponenti smo dobili brezplačno na spletni strani proizvajalca MRC-
Holland (www.mlpa.com). Po namestitvi programa nas je ta vodil skozi posamezne pogoje 
analize, ki jih moramo nastaviti: ime sistema za kapilarno elektroforezo, vrsta analize, ki jo 
želimo izvesti, vrsta standarda velikosti fragmentov, LOT številka mešanice sond. Na 
strežniku MRC-Holland smo poiskali in  naložili tudi Coffalyser knjižnico, to je baza 
genov, ki jih s posamezno mešanico sond preiskujemo. Mešanice sond imajo LOT 
številko, ki smo jo potrebovali, da smo izbrali ustrezen nabor preiskovanih genov. 
Sledilo je dodajanje vzorcev. Vsem vzorcem je bilo potrebno določiti vrsto vzorca: slepa 
kontrola (angl. no DNA sample), referenčna kontrola (angl. reference), vzorec (angl. 
sample), pozitivna kontrola (angl. positive reference), razgrajen vzorec (angl. digested 
sample). Oznako digested sample smo uporabili pri tistih referenčnih vzorcih in vzorcih 
preiskovancev, katerim smo dodali restrikcijski encim HhaI.  
Analiza podatkov je potekala v dveh korakih:  
1. analiza števila kopij (analiza fragmentov DNA-Fragment analysis) – primerjava 
različnih vzorcev brez dodanega restrikcijskega encima, 
2. analiza metilacijskega statusa (komparativna analiza vzorcev-Comparative analysis) – 
določanje metilacijskega vzorca s primerjavo vzorcev brez dodanega restrikcijskega 
encima z njihovimi razgrajenimi pari. 
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Analiza števila kopij 
Po nastavitvi vrste vzorca smo najprej izvedli fragmentno analizo, pri kateri program 
analizira kvaliteto neobdelanih podatkov. Program preveri, če se je hibridiziralo ustrezno 
število tarčnih in referenčnih sond, ali je koncentracija DNA ustrezna, kolikšna je 
uspešnost denaturacije, pri vzorcih, obdelanih z HhaI, preveri uspešnost HhaI razgradnje, 
napove spol preiskovanca.  
MLPA je relativna metoda, zato vrednost fluorescence, ki jo določimo s kapilarno 
elektroforezo, ne moremo neposredno uporabiti za določanje števila kopij gena. Izvesti je 
potrebno normalizacijo v dveh korakih: normalizacija znotraj vzorca in med vzorci. Za 
normalizacijo znotraj vzorca se pri vzorcih, ki niso bili obdelani z HhaI, primerja višina 
vrha posamezne sonde z vrednostmi vrhov referenčnih sond. Referenčne sonde zaznajo 
tista zaporedja, za katera pričakujemo normalno število kopij v vseh vzorcih in nimajo 
restrikcijskega mesta za encim HhaI. Relativne vrednosti program izračuna tako, da signal 
posamezne sonde deli s signalom vsake referenčne sonde v danem vzorcu. S tem 
postopkom dobimo toliko razmerij, kolikor je referenčnih sond, končni rezultat pa je 
njihova mediana, kar imenujemo tudi normalizacijska konstanta (NC) sonde. Razmerje za 
vsako sondo program poda v tabeli na končnem izpisu. Normalno območje, ki ga je določil 
proizvajalec, je 0,7–1,3, vsa odstopanja pa so označena z rdečo barvo. Vrednosti konstant 
se uporabijo pri normalizaciji med vzorci.   
Pri tej normalizaciji gre za primerjavo relativnih vrednosti sond v vzorcih preiskovancev z 
vsemi kontrolnimi vzorci. Za referenčne vzorce velja, da imajo normalno število kopij tako 
za referenčne kot tarčne sonde. Končne vrednosti posamezne sonde se izračunajo tako, da 
program deli NC vsake sonde v z HhaI neobdelanem vzorcu preiskovanca s povprečno NC 
sonde v referenčnih vzorcih, neobdelanih z HhaI.  
Po končani normalizaciji program prikaže kakovost podatkov v obliki dveh ocen:   
1. FRSS (angl. Fragment Run Separation Score): merilo kakovosti kapilarne 
elektroforeze (ločba fragmentov in določanje njihove dolžine), 
2. FMRS (angl. Fragment MLPA Reaction Score): merilo kakovosti MS-MLPA 
eksperimenta (61). 
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Analiza metilacijskega statusa 
Pred komparativno analizo vzorcev smo morali najprej narediti ustrezne pare vzorcev, ki 
niso bili oziroma so bili tretirani z HhaI.  
Tudi na tej stopnji se izvede normalizacija. Normalizacija znotraj vzorca poteka na zgoraj 
že opisan način na razgrajenih vzorcih. Sledi primerjava s kontrolnimi vzorci. Metilacijski 
status vsake MS-MLPA sonde v vsakem vzorcu se izračuna kot količnik med NC 
posamezne sonde v razgrajenem vzorcu in NC posamezne MS-MLPA sonde v 
pripadajočem vzorcu brez restrikcijskega encima. Z množenjem dobljene vrednosti s 100 
dobimo oceno odstotka metilacije. Primerjava vrednosti MS-MLPA sond v vzorcu 
preiskovancev z vrednostmi v kontrolnih vzorcih nam da informacije o morebitnih 
spremembah v metilacijskem statusu. Po končani komparativni analizi smo si ogledali 
rezultate za posamezen vzorec. Primer je predstavljen v poglavju Rezultati.   
  
 Novak E. Analiza genetskih in metilacijskih sprememb gena MKRN3 pri bolnikih s prezgodnjo puberteto. Magistrska 
naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2019 
 
37 
4 REZULTATI 
4.1 Klinične značilnosti preiskovancev  
Pri preiskovancih je bila CPP diagnosticirana na podlagi kliničnih znakov progresivnega 
pubertetnega razvoja, povišanih bazalnih in/ali GnRH stimuliranih vrednosti LH, 
pospešeni rasti in/ali pospešenega dozorevanja zapestnih kosti.  
Preglednice XVI do XXI prikazujejo klinične značilnosti 71 preiskovancev, ki so bili 
vključeni v raziskavo. Med preiskovanci je 57 oseb ženskega spola (47 deklic in 10 žensk) 
in 14 oseb moškega spola (10 dečkov in 4 moški), stari so med 5 in 47 let. 12 
preiskovancev prihaja iz Bosne in Hercegovine, dva iz Srbije, po en preiskovanec iz 
Makedonije in Hrvaške, ostali so slovenskega rodu. V preglednicah so zavedene starost, 
spol, država rojstva, klinična diagnoza, družinska anamneza in starost ob nastopu 
simptomov. Preglednice XVI–XVIII prikazujejo značilnosti bolnikov (angl. proband) s 
sporadično CPP. V Preglednici XIX in XX je predstavljenih 14 bolnikov z maternalno CPP 
in 8 družinskih članov, v Preglednici XXI pa je opisanih 7 bolnikov z značilnostmi 
paternalno/recesivno dedovane CPP in 7 družinskih članov. Bolniki so označeni s krepkim 
tiskom. S poševnim tiskom so označeni družinski člani, ki v našo analizo niso bili 
vključeni, so pa njihovi podatki pomembni za celostno razumevanje dedovanja bolezni in v 
pomoč pri izrisu družinskih dreves.  
 
Preglednica XVI: Klinične značilnosti bolnikov s sporadično obliko CPP (Ž – ženski 
spol, M – moški spol, BiH – Bosna in Hercegovina, Slo – Slovenija, Srb – Srbija, PP –  
prezgodnja puberteta, / – podatek ni poznan). 
Preiskovanec 
Starost, spol, 
država rojstva 
Klinična 
diagnoza 
Starost ob pojavitvi 
simptomov 
Preiskovanec 1 7, Ž, Slo PP 3,5 
Preiskovanec 2 8, Ž, Slo PP 6 
Preiskovanec 3 8, Ž, Slo PP / 
Preiskovanec 4 9, Ž, Slo PP 5 
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Preglednica XVII: Nadaljevanje Preglednice XVI. 
Preiskovanec 5 9, Ž, Slo PP / 
Preiskovanec 6 9, Ž, Slo PP 3 
Preiskovanec 7 9, Ž, Slo PP 6 
Preiskovanec 8 9, Ž, Slo PP 7,5 
Preiskovanec 9 10, Ž, Slo PP 7,5 
Preiskovanec 10 10, Ž, Slo PP 8 
Preiskovanec 11 10, Ž, Slo PP 8 
Preiskovanec 12 10, Ž, Slo PP 7,5 
Preiskovanec 13 10, Ž, Slo PP 7 
Preiskovanec 14 10, Ž, Slo PP / 
Preiskovanec 15 10, Ž, Slo PP 7 
Preiskovanec 16 10, Ž, Slo PP 3 
Preiskovanec 17 10, Ž, Slo PP 4,5 
Preiskovanec 18 10, Ž, Slo PP 7,5 
Preiskovanec 19 10, Ž, Slo PP 7,5 
Preiskovanec 20 11, Ž, Slo PP menarha pri 9 
Preiskovanec 21 11, Ž, Slo PP 2 
Preiskovanec 22 11, Ž, Slo PP 6, menarha pri 8,5 
Preiskovanec 23 11, Ž, Slo PP 3 
Preiskovanec 24 11, Ž, Slo PP 5,5 
Preiskovanec 25 11, Ž, Slo PP 7,5 
Preiskovanec 26 12, Ž, Slo PP 5 
Preiskovanec 27 12, M, Slo PP 4,5 
Preiskovanec 28 12, Ž, Slo PP 6,5 
Preiskovanec 29 12, M, Slo PP 1,5 
Preiskovanec 30 12, M, Slo PP 8 
 Novak E. Analiza genetskih in metilacijskih sprememb gena MKRN3 pri bolnikih s prezgodnjo puberteto. Magistrska 
naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2019 
 
39 
Preglednica XVIII: Nadaljevanje Preglednice XVII. 
Preiskovanec 31 12, M, Srb PP 8 
Preiskovanec 32 12, Ž, Slo PP menarha pri 9 3/4 
Preiskovanec 33 12, Ž, Slo PP 7 
Preiskovanec 34 13, Ž, Slo PP 7 
Preiskovanec 35 31, Ž, Slo PP 4 
 
 
Preglednica XIX: Klinične značilnosti bolnikov z družinsko CPP (PP – prezgodnja 
puberteta, N – normalen pubertetni razvoj, Slo – Slovenija, BiH – Bosna in Hercegovina, 
Hrv – Hrvaška, Mak – Makedonija, / – podatek ni poznan). 
Družina/ 
preiskovanec 
Družinski 
član 
Starost, 
država 
rojstva 
Družinska 
anamneza 
Klinična 
diagnoza 
Starost ob 
pojavitvi 
simptomov 
Maternalno dedovanje 
Preiskovanec A 9, Ž, Slo 
teta, babica, 
prababica po 
materini strani PP 
PP 7 
Preiskovanec B 11, Ž, Slo mati PP PP 
menarha pri 
9 2/12 
Preiskovanec C 11, Ž, Slo mati, sestra PP PP 8 
Preiskovanec D 12, Ž, Slo mati PP PP 
7, menarha 
pri 7,5 
Preiskovanec E 13, Ž, Srb 
mati, babica po 
materini strani PP 
PP 6 
Preiskovanec F 13, Ž, Slo 
mati zgodnja 
puberteta 
PP 8 
Preiskovanec G 14, Ž, Slo 
mati PP, oče 
zgodnejši razvoj 
PP 8 
Preiskovanec H 19, Ž, Slo mati PP PP 7,5 
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Preglednica XX: Nadaljevanje Preglednice XIX. 
 
1 
 
hčerka 1 9, Slo 
mati, babica po materini 
strani PP 
PP 6 
mati 1 44, Slo mati PP PP menarha pri 10 
 
 
2 
 
 
hčerka 2 18, Slo 
mati, teta, sestrična po 
materini strani PP 
PP 8, menarha pri 10 
mati 2 47, Slo sestra, nečakinja PP PP 8, menarha pri 10 
oče 2 Slo / N / 
materina 
sestra 2 
44, Ž, Slo sestra, nečakinja PP PP 8, menarha pri 9,5 
3 
hčerka 3 10, Slo mati PP PP 7 
mati 3 38, Slo / PP menarha pri 9,5 
4 
hčerka 4 11, Slo mati PP PP 3 
mati 4 36, Slo / PP 6 
5 
sin 5.1 10, BiH 
mati, teta, bratranec 
(družina 6) PP 
PP 7,7 
sin 5.2 5, BiH 
brat, mati, teta, 
bratranec (družina 6) PP 
/ / 
mati 5 36, BiH sestra PP PP menarha pri 13 
oče 5 39, BiH / N 10 
6 
sin 6 13, BiH 
mati, teta, bratranec 
(družina 5) PP 
PP 8,5 
mati 6 42, BiH sestra PP PP menarha pri 12 
oče 6 43, BiH / N 13-14 
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Preglednica XXI: Nadaljevanje Preglednice XX. 
Paternalno/recesivno dedovanje 
 Preiskovanec 
I 
11, Ž, Hrv 
babica po očetovi strani 
PP 
PP 
5, menarha pri 
7 
 
 
 
7 
 
hčerka 7.1 11, BiH 
sestra, oče, očetova 
teta, daljni sorodniki 
(družina 8) PP 
PP 5 
hčerka 7.2 17, BiH 
sestra, oče, očetova 
teta, daljni sorodniki 
(družina 8) PP 
PP 
5, menarha pri 
7 
mati 7 43, BiH / N menarha pri 16 
oče 7 43, BiH 
teta po materini strani, 
daljni sorodniki 
(družina 8) PP 
PP 9 
 
 
8 
hčerka 8 16, BiH 
oče, teta po očetovi 
strani, daljni sorodniki 
(družina 7) PP 
PP 8,5 
mati 8 44, BiH / N / 
oče 8 44, BiH sestra PP PP  
9 
 
hčerka 9 9, Slo 
teta po očetovi strani 
PP 
PP 7,5 
mati 9 41, Slo / N / 
oče 9 44, Slo sestra PP / britje pri 13 
 
10 
sin 10.1 13, Slo brat dvojček PP PP 5 
sin 10.2 13, Slo brat dvojček PP PP 5 
mati 10 41, Slo / / / 
oče 10 57, Slo / / / 
11 
sin 11 12, Mak oče PP PP <9 
mati 11 37, Mak / N / 
oče 11 44, Mak / PP / 
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4.2 Optimizacija pogojev verižne reakcije s polimerazo 
Za optimizacijo pogojev PCR smo DNA treh kontrolnih vzorcev pomnožili s parom 
oligonukleotidnih začetnikov za odsek A, B in C. V programu smo temperaturo prileganja 
oligonukleotidnih začetnikov (Ta) pri vseh treh odsekih nastavili na 60°C. Po presvetlitvi 
agaroznega gela z UV svetlobo smo ugotovili, da je bila pomnožitev odseka A in B 
uspešna, pri odseku C pa so nastali nespecifični produkti (Slika 4a). Ponovili smo pripravo 
vzorcev in PCR odseka C optimizirali pri temperaturi prileganja 66°C (Slika 4b). 
 
 
Slika 4: Rezultat agarozne gelske elektroforeze odsekov A, B, C  a) temperatura prileganja 
oligonukleotidnih začetnikov Ta=60°C in nastanek nespecifičnih produktov pri odseku C 
b) optimizacija temperature prileganja odseka C pri 66°C (M – označevalec velikosti). 
 
4.3 Sekvenciranje po Sangerju gena MKRN3 
S sekvenciranjem po Sangerju smo vsem preiskovancem z izraženo PP analizirali 
kodirajočo regijo gena MKRN3 (NG_012875.3). Pri bolnikih z družinsko CPP smo v 
analizo vključili tudi najožje družinske člane (glej Preglednice XIX–XXI).  
Pri 7 bolnikih z družinsko CPP (3 rodovniki) smo prepoznali in potrdili dve spremembi, ki 
bi lahko bili vzročni za klinično sliko. Pri petih bolnikih, ki so v daljnem sorodu, smo 
opredelili v literaturi že opisano spremembo NP_005655.1:p.(Ala162Glyfs*15)/ 
NM_005664.3:c.482dupC (Slika 5) (63). V enem rodovniku smo odkrili spremembo, ki po 
podatkih HGMD in ClinVar še ni bila opisana pri bolnikih (Slika 6). Poimenovali smo jo v 
skladu z najnovejšo nomenklaturo Human Genome Variation Society (50). Gre za 
substitucijo adenina (A) v gvanin (G) (NM_005664.3:c.889A>G), ki na mestu 297 v 
M      A      B      C 
b a 
          C            M 
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aminokislinskem zaporedju gena MKRN3 povzroči spremembo metionina v valin 
(NP_005655.1:p.(Met297Val)). Sprememba je zavedena v bazi dbSNP pod oznako 
rs1417354879 in je po podatkih GnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/variant/15-
23811818-A-G) že bila opisana v splošni evropski populaciji z izključeno finsko 
populacijo in sicer z nizko frekvenco 0,006%. 
 
Preglednica XXII: Vzročni spremembi, ki smo ju prepoznali pri preiskovancih z 
družinsko CPP (51,64). 
Družinski 
član 
Genotip Vzročna sprememba 
V HGMD opisana 
sprememba 
hčerka 7.1 
Heterozigot 
NP_005655.1:p.(Ala162Glyfs*15) 
NM_005664.3:c.482dupC 
CI136257 
hčerka 7.2 
oče 7 
hčerka 8 
oče 8 
hčerka 9 
Heterozigot 
NP_005655.1:p.(Met297Val) 
NM_005664.3:c.889A>G 
Nova sprememba 
oče 9 
 
 
 
Slika 5: Heterozigotna sprememba NM_005664.3:c.482dupC, opredeljena pri hčerki 7.1, 
7.2, očetu 7, hčerki 8 in očetu 8. Zgornja vrsta prikazuje referenčno, spodnja pa 
spremenjeno nukleotidno zaporedje.  
 
insercija citozina (C) 
G  G  A  A  G  C  C  C  C  C  C  C  G  G   
G  G  A  A  G  C  C  C  C  C  C  C  C  G 
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Slika 6: Heterozigotna sprememba NM_005664.3:c.889A>G, opredeljena pri hčerki in 
očetu 9. 
 
Z uporabo in silico napovednih algoritmov CADD, SIFT in MutationTaster smo ocenili 
vzročnost novo odkrite spremembe. Ocene napovednih testov in razlage rezultatov so 
predstavljene v Preglednici XXIII.  
 
Preglednica XXIII: Ocena vzročnosti novo odkrite spremembe NM_005664.3:c.889A>G 
(NP_005655.1:p.(Met297Val)) z in silico napovednimi algoritmi (CADD – Combined 
Annotation Dependent Depletion, SIFT – Sorting Intolerant From Tolerant, PHRED – 
kvantitativna ocena patogenosti) (57,58,59). 
Napovedni 
algoritem 
Ocena Opombe 
CADD 
PHRED ocena: 
23,4 
>10=spremembo uvrščamo med 10% najbolj 
vzročnih sprememb v človeškem genomu 
>20=spremembo uvrščamo med 1% najbolj 
vzročnih sprememb (99. percentil) v 
človeškem genomu 
SIFT 0,04 
</=0,05=patološka sprememba z vplivom na 
funkcijo proteina 
>0,05=sprememba je nevtralna  
MutationTaster »disease causing«  
 
Vsi uporabljeni in silico napovedni algoritmi so napovedali, da bi varianta p.(Met297Val) 
lahko bila vzročna. To je eden izmed dokazov patološkosti variante, ki ga uporabimo pri 
  A  A  G  A  T  A  T  G  G  A  A  C  T  C  T  C   
                             G 
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ACMG klasifikaciji. Pri dekličinih starših smo zato naredili segregacijsko analizo, ki je 
pokazala, da je pri očetu (oče 9) prav tako prisotna omenjena sprememba.  
Pri 42 preiskovancih (62%) so bili prisotni sinonimni polimorfizmi posameznih 
nukleotidov (SNP – single nucleotide polymorphism):  
− 39 preiskovancev: p.Pro221= (rs2239669)  
− 2 preiskovanca: p.Arg328= (rs146606388) 
− 1 preiskovanec: p.Ser199= (rs967451404) (53) 
Ti zaradi degeneriranosti genskega koda ne spremenijo aminokislinskega zaporedja in zato 
najverjetneje niso vzročni za pojav klinične slike. 
 
4.4 Analiza števila kopij in metilacijskega statusa gena 
MKRN3 in DLK1 
 
Z metodo MS-MLPA (MRC-Holland) smo pri 8 dečkih (Preiskovanec 27, 29, 30, 31, sin 
5.1, sin 10.1, sin 10.2, sin 11) in deklici (Preiskovanec I) z družinsko anamnezo, značilno 
za paternalno/recesivno dedovano CPP, preverjali prisotnost večjih delecij in duplikacij in 
sprememb v metilacijskem vzorcu gena MKRN3 in DLK1. Pri preiskovancih s predhodnim 
sekvenciranjem po Sangerju nismo opredelili vzročnih genetskih sprememb v MKRN3 
genu.  
V analiziranih genih nismo opredelili sprememb v številu kopij gena ali metilacijskih 
nepravilnosti.   
Slike 7–9 prikazujejo rezultate MS-MLPA analize pri preiskovancu sin 10.1.  
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Slika 7: Elektroferogram prikazuje rezultate kapilarne elektroforeze. Višina vrhov je 
podana v RFU (angl. relative fluorescence units). Na elektroferogramu preverjamo Q- in 
D-fragmente kontrole kakovosti. S Q-fragmenti (zelena puščica) se preveri koncentracijsko 
ustreznost dodane DNA in uspešnost ligacije. Višja, kot je koncentracija dodane DNA, nižji 
so fragmenti. D-fragmenti (oranžna puščica) služijo za oceno uspešnosti denaturacije. 
Nizke vrhove opazimo v primeru slabe denaturacije. 
 
 
Slika 8: Rezultat analize števila kopij gena pri preiskovancu sin 10.1. Z rdečim kvadratom 
je označen nabor genov, ki jih z uporabljeno mešanico sond preučujemo. Gen MKRN3 je 
podčrtan. Signal se nahaja znotraj normalnega območja (0,7–1,3). 
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Slika 9: Rezultat analize metilacijskega statusa pri preiskovancu sin 10.1. Gen MKRN3 je 
podčrtan. Z rdečo so obkrožene 3 kontrolne točke uspešnosti HhaI razgradnje, ki morajo 
biti pri vrednosti 0. Signal se nahaja znotraj normalnega območja (0,7–1,3). 
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5  RAZPRAVA 
V magistrski nalogi smo želeli opredeliti genetski vzrok bolezni pri 35 bolnikih s 
sporadično obliko CPP in 21 bolnikih, kjer je bila bolezen prisotna pri več članih v družini. 
V analizo smo vključili 15 družinskih članov, od tega jih je imelo 9 značilnosti 
prezgodnjega pubertetnega razvoja, 4 so bili neprizadeti, pri dveh družinskih članih pa 
fenotip ni bil opredeljen. Razlog za to sta nizka starost preiskovanca (5 let) in posledično 
še neizražen morebitno prisoten fenotip ter pomanjkljiva družinska anamneza.  
 
5.1 Načini dedovanja centralne prezgodnje pubertete 
 
Na podlagi družinske anamneze in izrisanih rodovnikov smo pri bolnikih poskušali določili 
način prenosa fenotipa. Glede na predviden prenos fenotipa, smo bolnike razdelili v dve 
skupini:  
− Paternalno/recesivno dedovana CPP  
O paternalno dedovani CPP govorimo, kadar potomci dedujejo genetsko spremembo z 
dominantnim učinkom po očetu (43). Opisani način dedovanja je značilen tudi za vzročne 
spremembe v maternalno vtisnjenih genih MKRN3 in DLK1, pri katerih se CPP izrazi le, če 
okvarjen alel prihaja od očeta (65,66). Spremembe se dedujejo avtosomno dominantno, kar 
pomeni, da pričakujemo izražen fenotip v vsaj dveh zaporednih generacijah. V primeru 
maternalno vtisnjenih genov to velja le, če je tudi oče podedoval vzročno spremembo po 
svojem očetu, če pa jo je podedoval od matere, se fenotip pri njem ne izrazi. V družinah z 
obolelimi otroci in neprizadetimi starši smo sicer predpostavili avtosomno recesiven način 
dedovanja (8,25), vendar so v teh družinah lahko skrite tudi takšne z dominantno vzročno 
MKRN3 ali DLK1 varianto.    
Izmed 11 obravnavanih družin in 9 posameznikov z družinsko CPP smo pri 5 družinah 
(družina 7–11) in posamezniku (Preiskovanec I) predvideli paternalen/recesiven način 
dedovanja CPP. 
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− Maternalno dedovana CPP  
Pri bolnikih z družinsko CPP maternalno dedovanje prevladuje (8). V družinah s to obliko 
dedovanja je prizadet vsaj en član materine družine, po očetovi strani pa je družinska 
anamneza negativna za prezgodnji pubertetni razvoj. Način dedovanja je prav tako 
avtosomno dominanten. V raziskovalni nalogi analizirana gena sta maternalno vtisnjena. 
MKRN3 in DLK1 variante, dedovane po materi, zato niso vzročne za patološki fenotip, kar 
pa ne izključuje njihove prisotnosti pri materi (27).  
V to skupino smo uvrstili 6 družin (družina 1–6) in 8 posameznikov (Preiskovanec A–H).  
 
5.2 Opredeljene MKRN3 variante pri bolnikih z 
družinsko centralno prezgodnjo puberteto 
  
S sekvenciranjem po Sangerju smo pri 36 preiskovancih z družinsko CPP analizirali 
kodirajočo regijo gena MKRN3. Z analizo smo pri 7 preiskovancih iz treh rodovnikov 
opredelili vzročno genetsko spremembo v analiziranem genu. V dveh družinah smo 
potrdili predhodno že opisano vzročno spremembo v genu MKRN3, pri eni družini pa smo 
odkrili spremembo, ki še ni opisana v bazah HGMD (51), ClinVar (52) ali dbSNP (53). In 
silico napovedni testi CADD, SIFT in MutationTaster so predvideli, da je sprememba 
vzročna. Spremembe smo potrdili s ponovnim sekvenciranjem po Sangerju odseka B, v 
katerem se nahajajo. Pri starših bolnice s CPP z opredeljeno potencialno novo kandidatno 
spremembo smo izvedli segregacijsko analizo za določitev načina prenosa fenotipa med 
generacijami.  
 
5.2.1 Genetska varianta p.(Ala162Glyfs*15) 
Sprememba p.(Ala162Glyfs*15) (NM_005664.3:c.482dupC, rs763195944) je bila kot 
vzročna sprememba za CPP v literaturi prvič opisana leta 2013 (25). V bazi HGMD je 
uvrščena v razred insercij (51). Insercija citozina (C) povzroči spremembo bralnega okvirja 
(glej Sliko 5), kar vodi v nastanek prezgodnjega stop kodona in sintezo skrajšanega 
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proteina s 176 aminokislinami (25). Proteinu manjkata C3HC4 RING domena in za 
MKRN specifična domena in je zato najverjetneje nefunkcionalen (66).   
Spremembo v heterozigotni obliki smo odkrili in potrdili pri družinskih članih družine 7 
(hčerka 7.1, 7.2, oče 7) in 8 (hčerka in oče 8), ki so v daljnem sorodu. Povprečna starost ob 
nastopu pubertete pri prizadetih deklicah je 6,2 leti (5–8,5 let). Družinsko drevo na Grafu 4 
prikazuje povezavo med družinama in MKRN3 genotip družinskih članov.  
 
 
 
Graf 4: Rodovnika z opredeljeno varianto p.(Ala162Glyfs*15) (kvadrat – moški spol, 
krog – ženski spol, prazen krog/kvadrat – neprizadeti družinski član, poln krog/kvadrat – 
prizadeti družinski član). 
 
Materina (maternalna) kopija gena je zaradi metilacije CpG otočkov, glavnih regulatornih 
elementov genov, utišana, zato se MKRN3 spremembe na tem alelu fenotipsko ne izrazijo. 
Genetska varianta se lahko med generacijami tiho prenaša po ženski liniji vse dokler se 
aktivnost vtisnjenega gena med moško gametogenezo ponovno ne vzpostavi z demetilacijo 
CpG otočkov (65,67). Varianta se pri osebi fenotipsko izrazi le, če se preko očetovega 
(paternalnega) alela prenese na potomce. Rodovnik na Grafu 4 prikazuje opisan princip 
paternalnega dedovanja CPP zaradi maternalno vtisnjenega gena. Vsi analizirani prizadeti 
družinski člani so spremembo podedovali po svojem očetu, kar kaže na popolno 
segregacijo in sovpada z monoalelnim izražanjem gena MKRN3. Vsi, ki so spremembo 
podedovali po očetu, so imeli prezgodnjo puberteto, kar kaže na popolno penetranco.   
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5.2.2 Genetska varianta p.(Met297Val) 
Potencialno novo kandidatno varianto p.(Met297Val) (NM_005664.3:c.889A>G) smo v 
heterozigotni obliki opredelili pri hčerki v družini 9. Gre za drugačnosmiselno varianto, ki 
povzroči zamenjavo aminokisline metionin (Met) z valinom (Val) na mestu 297 v 
aminokislinskem zaporedju proteina. Sinteza druge aminokisline je posledica točkovne 
spremembe na mestu 889 v nukleotidnem zaporedju DNA, ki povzroči spremembo adenina 
(A) v gvanin (G) (glej Sliko 6). Tri in silico predikcijske metode so spremembo ocenile kot 
vzročno in kot posledico predpostavile izgubo funkcije proteina.  
Za določitev načina dedovanja variante smo pri starših izvedli segregacijsko analizo. Mati 
je navedla normalen pubertetni razvoj, oče se je pričel briti pri 13 letih, drugih podrobnosti 
svojega razvoja se ni spominjal, in je imel sestro s prezgodnjim pubertetnim razvojem. 
Analiza je potrdila prisotnost enake spremembe pri očetu, medtem ko pri materi sprememb 
v genu MKRN3 nismo določili. Prenos spremembe na deklico je potekal preko očeta, kar je 
potrdilo našo domnevo o paternalno dedovani CPP. Rodovnik je prikazan na Grafu 5. 
 
 
Graf 5: Rodovnik družine 9 z opredeljeno varianto p.(Met297Val) (kvadrat – moški 
spol, krog – ženski spol, prazen krog/kvadrat – neprizadeti družinski član, poln 
krog/kvadrat – prizadeti družinski član, ? – fenotip ni poznan). 
 
Podatki o nastopu pubertete pri očetu so pomanjkljivi, zato težko opredelimo prisotnost/ 
odsotnost PP. Pri dečkih in očetih je nastop pubertete namreč težje zaznati, ker povečanje 
mod ni tako očiten znak, kot sta telarha in menarha pri deklicah. Oče bi lahko imel CPP, ki 
  /WT (Met297Val) p. 
? 
  /WT (Met297Val) p.   WT / WT 
 Novak E. Analiza genetskih in metilacijskih sprememb gena MKRN3 pri bolnikih s prezgodnjo puberteto. Magistrska 
naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2019 
 
52 
v otroštvu ni bila klinično dokazana, ali pa je asimptomatski prenašalec, ki je spremembo 
podedoval od svoje matere (27). Genetska analiza predhodnih generacij bi bila smiselna z 
vidika določitve izvora variante. Natančno in podrobno raziskano družinsko ozadje je pri 
etiologiji CPP torej izjemnega pomena, saj usmeri proces določanja vzroka in lahko 
razkrije dedno naravo CPP. 
Rezultati in silico napovednih algoritmov in segregacijske analize so pomembni dokazi 
patološkosti potencialno nove kandidatne variante. Sprememba bi lahko bila vzrok CPP. 
Prizadeta deklica je bila ob nastopu kliničnih znakov starejša (7,5 let) od povprečne starosti 
deklic s spremembo p.(Ala162Glyfs*15) (6,2 let), zato bi lahko novo kandidatno 
spremembo povezovali s poznejšim razvojem klinične slike CPP.  
Glede na podatke GnomAD je sprememba p.(Met297Val) opisana v splošni evropski 
populaciji z izključeno finsko populacijo in sicer z nizko frekvenco 0,006%. To pomeni, da 
je imel eden preiskovanec izmed 15.424 preiskovancev v analizirani predvidoma zdravi 
populaciji prisotno to spremembo. Ta podatek ne zmanjša možnosti, da je sprememba 
p.(Met297Val) bolezenska. Lahko gre namreč za asimptomatskega prenašalca, ki je 
spremembo podedoval od svoje matere. Prav tako ne moremo izključiti možnosti, da je 
preiskovanec iz navidezno zdrave populacije imel težave v pubertetnem razvoju. Predvsem 
bi to lahko bilo mogoče, če je moškega spola, vendar žal spol tega kontrolnega 
preiskovanca ni znan.  
 
5.3 Preiskovanci brez opredeljenih MKRN3 variant 
Bolniki brez opredeljenih MKRN3 sprememb in z družinsko anamnezo, značilno za 
paternalno/recesivno dedovano CPP, lahko imajo prisotno delno ali popolno MKRN3 
delecijo (27). Delecije/duplikacije v genu DLK1 so lahko prav tako vzrok CPP (26), zato 
smo pri bolnikih, ki so ustrezali zgoraj navedenim kriterijem, in dečkih s sporadično obliko 
bolezni, opravili MS-MLPA analizo. Ta je pokazala normalno (n=2) število kopij gena 
MKRN3 in DLK1 pri vseh 9 preiskovancih.   
V analizo smo vključili le preiskovance brez opredeljenih sprememb v genu MKRN3. MS-
MLPA namreč ni ustrezna metoda za zaznavanje majhnih genetskih sprememb, ki so v 
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večini primerov vzrok klinične slike CPP. Takšne genetske spremembe (SNP, točkovne 
variante) v tarčnem zaporedju ali njegovi neposredni bližini sonde lahko povzročijo tudi 
lažno pozitivne rezultate. Z metodo prav tako ne moremo zaznati delecij/duplikacij, ki se 
nahajajo izven tarčnega zaporedja sond. Kljub temu, da metoda ni zaznala nepravilnosti, 
obstaja verjetnost, da spremembe v genih so prisotne, a niso bile zaznane z uporabljenim 
naborom sond (60). Pomembno je, da se zavedamo teh omejitev, saj s tem zagotovimo 
optimalno izvedbo analiznega postopka in ustrezno interpretacijo podatkov. 
Pri analizi smo uporabili tudi metilacijsko specifične sonde, ki so nalegale na vtisnjena 
področja v genih MKRN3 in DLK1. Povprečen delež metiliranosti CpG otočkov znotraj 
vtisnjenih kromosomskih regij je natančno poznan in za analizirana maternalno vtisnjena 
gena znaša 0,5. Rezultati te analize so bili prav tako negativni. Epigenetske nepravilnosti v 
tej kromosomski regiji so najverjetneje redek mehanizem patogeneze pri CPP (22).     
 
5.4 Pogostost MKRN3 variant v analizirani populaciji  
 
V približno četrtini obravnavanih primerov PP govorimo o družinski CPP (16). Vzročne 
spremembe v genu MKRN3 so najpogostejši genetski vzrok CPP, ki je prisoten pri 33–46% 
prizadetih bolnikov (26). Delež preiskovancev z družinsko CPP in opredeljeno MKRN3 
spremembo v naši analizi je 7/36 (19%) in tako manjši v primerjavi s podatki v strokovni 
literaturi.  Rezultat bi lahko izboljšali z analizo večje populacije preiskovancev z družinsko 
CPP. Pri tem ima ključno vlogo natančna družinska anamneza, ki lahko razkrije dedno 
naravo v primerih CPP, ki sicer izgledajo sporadični. Zaradi vtisnjenja gena MKRN3 lahko 
namreč potomci CPP fenotip dedujejo tudi od asimptomatskega očeta (22). Težave se 
navadno pojavijo pri zbiranju podatkov o znakih prezgodnjega pubertetnega razvoja po 
očetovi strani. Večina otrok s CPP prihaja na zdravniške preglede v spremstvu mater, zato 
je paternalna družinska anamneza pogosto nepoznana. Dodatna težava pri prepoznavanju 
družinskih primerov CPP je pri določanju nastopa pubertete pri dečkih in njihovih očetih. 
Povečanje mod ni tako očiten znak, kot sta razvoj dojk in menarha pri deklicah, zato je ta 
podatek pogosto odvisen od presoje posameznika (22,27). Dokazali smo visoko frekvenco 
(50%) MKRN3 variant pri preiskovancih z nematernalno družinsko dedovano CPP. V 
skupini preiskovancev z maternalno dedovano CPP MKRN3 variant nismo opredelili, 
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zaradi česar bodo na tem področju v prihodnosti potrebne dodatne raziskave z namenom 
določitve vzročnih genetskih nepravilnosti.  
Vzročne MKRN3 variante so bile v strokovni literaturi opisane tudi pri 5% deklic in 40% 
dečkov s sporadično CPP (26,27). Na podlagi teh podatkov bi v naši analizirani populaciji 
sporadičnih bolnikov s CPP pričakovali prisotnost sprememb v genu MKRN3 pri 1 deklici 
in dečku. Vzročnih variant pri bolnikih nismo določili, kar priča o tem, da so tovrstne 
spremembe pri sporadični obliki bolezni izjemno redke.  
 
5.5 Pomen genetske diagnostike centralne prezgodnje 
pubertete 
 
Genetska diagnostika se pri CPP uporablja z namenom opredelitve morebitnega 
genetskega vzroka klinične slike pri preiskovancih in družinskih članih. Pri slednjih se 
molekularne genetske preiskave izvedejo po genetskem svetovanju. Določitev genetskega 
vzroka bolezni je ključno za zgodnjo diagnostiko CPP in uvedbo ustrezne terapije. 
Zdravljenje poteka z GnRH analogi, ki začasno zatrejo nadaljnji pubertetni razvoj in 
upočasnijo rast in dozorevanje kosti. Pri bolniku se podaljša potencial rasti do odrasle dobe 
in zmanjša se tveganje za pojav vedenjskih motenj (10,21). 
27,5–41%  vseh preučevanih primerov PP naj bi bilo dedno pogojenih. Vzročne 
spremembe  v genu MKRN3 so najpogostejši genetski vzrok CPP (16,27). V bazi HGMD 
je opisanih 32 variant v genu (drugačnosmiselne/nesmiselne spremembe, majhne delecije, 
insercije in kompleksne prerazporeditve v genu), ki se fenotipsko izražajo s CPP (51). 
Identifikacija bolnikov z okvaro MKRN3 gena je pomembna tako za ustrezno obravnavo 
fenotipov, ki se izrazijo kot posledica različnih variant v genu, kot tudi z vidika ocene 
tveganja za razvoj številnih bolezni kasneje v življenju, kot so srčno-žilne bolezni, 
debelost, diabetes tipa 2 in rak dojke ter endometrioza pri deklicah (11,12,13).   
V raziskovalni nalogi smo s sekvenciranjem po Sangerju določali prisotnost sprememb v 
kodirajoči regiji maternalno vtisnjenega gena MKRN3. Spremembe v regulatornih regijah 
tega gena bi lahko potencialno prav tako povzročale klinično sliko CPP. Analiza 
promotorske regije gena MKRN3 pri bolnikih s CPP je pokazala prisotnost redke patološke 
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spremembe, ki bi lahko bila vzročna (68). Nadaljnje študije regulatornih regij bi lahko 
pripomogle k opredelitvi novih vzročnih variant, ki vplivajo na vezavo transkripcijskih 
faktorjev in na izražanje gena MKRN3.     
Naslednja stopnja v obravnavi preiskovancev, pri katerih bolezenske spremembe v tej 
raziskavi niso bile opredeljene, bi lahko bila analiza celotnega genoma (angl. whole 
genome sequencing) ali vsaj eksoma (angl. whole exome sequencing). Na ta način je 
mogoče opredeliti bolezenske spremembe tudi v tistih regijah genov, ki s pristopom, 
uporabljenim v tej nalogi, niso bile analizirane. Predvsem pa pristop s sekvenciranjem 
naslednje generacije omogoča  identifikacijo novih genov vpletenih v uravnavanje nastopa 
pubertetnega razvoja. Želja po razumevanju interakcije MKRN3 kot pomembnega 
dejavnika pri postnatalni aktivaciji HHG osi z drugimi ključnimi regulatorji pubertete pa 
bo še naprej gonilna sila strokovnjakov, ki se ukvarjajo z nepravilnostmi reproduktivne osi, 
saj so ravno mehanizmi uravnavanja časa vstopa v puberteto za zdaj nepoznani.   
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6 SKLEP 
Na podlagi rezultatov raziskovalne naloge lahko zaključimo: 
1. Genetski vzrok bolezni smo opredelili pri polovici (7/14) preiskovancev z 
nematernalno družinsko dedovano CPP.   
2. S sekvenciranjem po Sangerju smo opredelili dve vzročni spremembi, insercijo in 
drugačnosmiselno spremembo. Insercija (c.482dupC, p.(Ala162Glyfs*15)) je v 
bazi HGMD že opisana, drugačnosmiselna sprememba (c.889A>G, p.(Met297Val)) 
pa je potencialno nova kandidatna varianta. Tri in silico metode (CADD, SIFT, 
MutationTaster) so napovedale vzročnost nove spremembe, kar je eden izmed 
dokazov patološkosti variante.  
3. Pri starših bolnice z opredeljeno potencialno novo kandidatno spremembo smo 
izvedli segregacijsko analizo. Ta je potrdila paternalni način dedovanja.  
4. Delež bolnikov z vzročnimi spremembami v genu MKRN3 (19%) je nižji v 
primerjavi s podatki iz strokovne literature.  
5. Pri 9 bolnikih, ki s sekvenciranjem po Sangerju niso imeli opredeljenih vzročnih 
sprememb v genu MKRN3, družinska anamneza pa ustreza paternalno/recesivno 
dedovani CPP, smo z metodo MS-MLPA določili normalno število kopij in 
nespremenjen metilacijski vzorec gena MKRN3 in DLK1.  
6. Pri sporadičnih bolnikih sprememb v genu MKRN3 nismo določili.  
7. Pozitivni rezultati analize gena MKRN3 pri bolnikih s CPP so bili osnova za 
potrditev klinične diagnoze CPP in genetsko testiranje družinskih članov pri treh 
družinah (družina 7, 8 in 9).  
 
Potrdili smo dve od treh hipotez:  
1. V populaciji bolnikov s CPP smo dokazali eno že znano genetsko spremembo in 
eno spremembo, ki v strokovni literaturi do sedaj še ni bila opisana. S tem smo 
razširili spekter variant, ki so vzročne za nastanek klinične slike, in potrdili 
bistveno vlogo gena MKRN3 pri zatrtju delovanja nevronov, ki izločajo GnRH. 
Zastavljeno hipotezo smo potrdili.  
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2. Potrdili smo, da imajo analizirani bolniki z opredeljeno genetsko spremembo v 
genu MKRN3 paternalno dedovano CPP. S tem smo potrdili zastavljeno hipotezo. 
3. Pokazali smo, da je delež bolnikov z vzročnimi spremembami v genu MKRN3 v 
preiskovani populaciji nižji v primerjavi s podatki iz strokovne literature. Tretje 
hipoteza tako nismo potrdili. 
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